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El propóleos es elaborado por las abejas a partir de los exudados vegetales que recolectan 
y mezclan con sus secreciones. En el ámbito científico y comercial, su valor se ha medido 
por la presencia de moléculas con actividad biológica, representadas en parámetros tales 
como los extractables en etanol (resinas) o el contenido total de flavonoides. Por su parte, 
un elevado porcentaje de ceras lo convierte en un producto de la colmena de baja calidad. 
Sobre esta base, la presente investigación se encaminó hacia el aprovechamiento del 
material lipídico extraído del propóleos, al emplearlo en la elaboración de 
nanotransportadores lipídicos por el método de emulsificación-difusión. Dichos cargadores 
a escala nanométrica se aplican en el campo farmacéutico y cosmético, entre otras 
cualidades, por su capacidad para incorporar, proteger y modificar la liberación de 
moléculas activas. 
Con este propósito, se profundiza inicialmente en el control de calidad del propóleos; para 
luego extraer y caracterizar fisicoquímicamente el material lipídico, logrando una 
aproximación a los principales grupos funcionales. A su vez, éste se empleó en la 
preparación de cargadores lipídicos nanoestructurados, cuya formulación se optimizó a 
través de un diseño estadístico experimental de Plackett-Burman, alcanzando un tamaño de 
partícula promedio menor a los 300 nm y un potencial zeta negativo cercano a la 
neutralidad. Adicionalmente, la formulación identificada como viable se evaluó respecto a 
su estabilidad, citotoxicidad, capacidad para atrapar aceite del árbol de té y factibilidad 
para ser empleada en preparaciones tipo gel. Dentro de los resultados se destaca la 
obtención de partículas lipídicas estables, seguras en términos de irritación in vitro, 
promisorias para el atrapamiento de activos y sin influencia negativa sobre el 
comportamiento sensorial de la formulación gel de partida. En síntesis, es posible preparar 
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partículas lipídicas a partir de ceras de propóleos y éstas tienen potencial para el desarrollo 
de productos innovadores de interés farmacéutico y cosmético. 




Propolis is made by bees using vegetable exudates, which are collected and mixed with 
their secretions. Its value is scientifically and commercially measured in terms of 
biological active molecules, they are represented by parameters such as ethanol extractable 
(resins) or total content of flavonoids. On the other hand, a high percentage of waxes in the 
propolis composition will make it a substandard beekeeping product. Based on this fact, 
the present research was directed towards the harnessing of the extracted lipid material of 
propolis, which was used in the preparation of lipid nanocarriers by emulsification-
diffusion method. The carries in the nanometric scale have application in pharmaceuticals 
and cosmetics because of their capacity for incorporating, protecting and modifying 
release of active molecules. 
 
To this end, firstly, the experimental work deepens in the quality control of propolis. 
Secondly, the lipid material was extracted and characterized, doing an approximation to 
their main functional groups. At the same time, it was used for the preparation of the 
nanostructured lipid carriers, whose formulation was optimized through a Plackett-Burman 
statistical experimental design. A particle size less than 300 nm and a negative zeta 
potential near to neutrality were achieved. In addition, the viable formulation was assessed 
regarding its stability, cytotoxicity, capacity for the entrapment of tea tree oil and the 
feasibility for being used in gel preparations. The results showed stable particles, safe in 
terms of in vitro irritation, promising for the entrapment of active molecules and without 
effect on the sensory behavior of the gel formulation. In summary, it is possible the 
preparation of lipid particles using waxes of propolis, having potential for the development 
of innovative products for the pharmaceutical and cosmetics industries. 
 
Keywords: waxes, emulsification-diffusion, nanoparticles, propolis. 
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La nanotecnología ha tenido un desarrollo creciente y revolucionario a través de la 
generación de materiales, dispositivos y sistemas que ofrecen funciones y aplicaciones 
diversas en sectores industriales y científicos (Ramsden, 2014; Roco et al., 2011). La 
escala nanométrica oscila en el rango de tamaño de 1 nm a 100 nm, pero estos límites 
pueden ser superados si el material o producto final es diseñado para exhibir propiedades o 
fenómenos químicos, físicos o biológicos que son atribuibles a dicho rango, alcanzando 
dimensiones de inclusive 1000 nm (FDA, 2014). La nanotecnología ha dado la posibilidad 
de realizar aproximaciones teóricas, modelamientos, simulaciones, mediciones, desarrollo 
de instrumentación y estándares; así como ha permitido la incursión de la nanoelectrónica, 
el nanomagnetismo, la nanotecnología ambiental, las múltiples aplicaciones en salud 
(incluyendo aspectos de seguridad o toxicología) y las contribuciones a la sustentabilidad 
del planeta (Roco et al., 2011). 
En este contexto, ni la industria farmacéutica ni la cosmética son ajenas a esta tendencia. 
Un ejemplo es la expectativa generada por los nanomateriales en el campo cosmético, 
debido a sus propiedades físicas y químicas que permiten desde la modificación física para 
desarrollar efectos de color, hasta modificaciones químicas que dan origen a estrategias 
para mejorar la solubilidad de algunos compuestos o para disminuir su reactividad química 
(Raj et al., 2012). 
Dentro de los nanomateriales de mayor interés en la industria cosmética se destacan los 
liposomas, las nanoemulsiones, los nanocristales, las nanocápsulas, los dendrímeros, los 
cubosomas, las nanopartículas poliméricas y las partículas sólidas lipídicas (Raj et al., 
2012). Estas últimas, que se definen como gotas lipídicas sólidas a temperatura corporal, 
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son el objeto de estudio en la presente tesis, debido a su aplicación prometedora en la 
encapsulación de sustancias susceptibles de degradación (Cortés-Rojas et al., 2014), en la 
liberación controlada de activos (Gaumet et al., 2008; Müller et al., 2000), además de la 
ventaja que ofrecen respecto a la penetración de moléculas de interés farmacéutico y 
cosmético en el estrato córneo de la piel (Bose et al., 2013; Gupta y Vyas, 2012). En 
adición, las nanopartículas sólidas lipídicas cuando son aplicadas vía tópica, exhiben 
propiedades oclusivas contribuyendo a mejorar la hidratación de la piel 
(Golmohammadzadeh et al., 2012). Igualmente, podrían emplearse como sistema 
alternativo de protección UV particulado (Morabito et al., 2011; Nesseem, 2011). 
Las partículas sólidas lipídicas se desarrollaron a comienzos de la década de los noventa. 
Para su preparación se utilizan una gran variedad de lípidos y polímeros, los que 
preferiblemente han de ser sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS: 
“Generally Recognized as Safe”, por sus siglas en inglés) (Müller et al., 2002). Dentro de 
los excipientes lipídicos disponibles están los triglicéridos, los glicéridos parciales, ésteres 
oleosos semi-sintéticos y ésteres de tensioactivos no iónicos (Pouton y Porter, 2008), 
siendo un ejemplo clásico de matriz lipídica sólida el dibehenato de glicerilo (Compritol® 
888 ATO) (Jannin et al., 2008). Los principales tensioactivos usados en la preparación de 
partículas sólidas lipídicas son los polietoxilados no iónicos o polisorbatos (como el 
Tween® 80) y el poloxamer 188 (Pluronic® F68) (Jannin et al., 2008; Keck et al., 2014). 
Al ser el propóleos una sustancia resinosa que contiene sustancias lipídicas, tales como 
ceras, y que las sustancias que se han identificado en su composición son catalogadas 
como de uso alimentario y sustancias GRAS (Burdock, 1998), se presenta la oportunidad 
de aprovechar los componentes lipídicos para a partir de ellos, elaborar nanopartículas. 
Con este propósito, inicialmente se trabajó en la posibilidad de separar el material lipídico 
presente en el propóleos utilizando metodologías basadas en la extracción con solventes, y 
caracterizarlo respecto a los compuestos mayoritarios presentes, empleando metodologías 
analíticas fundamentadas en el análisis de grupos funcionales. A partir de los materiales 
cerosos obtenidos se prepararon partículas lipídicas por la técnica de emulsificación-
difusión, a las que se les determinó el tamaño y el potencial zeta. 
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De esta manera, se fortalece un tema de interés para el grupo de investigación en 
Desarrollo y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos GIDECA, teniendo como 
antecedente el trabajo realizado por Paillié (2014), en el que se adelantaron estudios 
preliminares para la preparación de partículas lipídicas a partir de muestras de propóleos. 
Se pretende ofrecer la posibilidad de un nuevo material a ser usado en formulaciones 
cosméticas y plantear una alternativa novedosa de utilización del propóleos, en la que se 
genere valor agregado a las ceras que contiene y que son catalogadas como contaminantes 
que afectan desfavorablemente su calidad. En efecto, una vez obtenidas las partículas y 
conociendo que en ensayos preliminares se consideran seguras para el uso humano, se 
investigó su capacidad para transportar componentes activos, eligiendo el aceite del árbol 
de té como modelo, teniendo en cuenta que su naturaleza lipofílica presenta afinidad 
química con la estructura de las partículas. Igualmente se evalúo la factibilidad de 
incorporarlas en un vehículo tipo gel, cuyos resultados, aún preliminares, son atractivos 
para la industria farmacéutica y cosmética por sus posibilidades de aplicación. Así mismo, 
el sector apícola puede percibir beneficios en términos del aprovechamiento de uno de los 
productos de la colmena, como lo es el propóleos. 
JUSTIFICACIÓN 
Las partículas sólidas lipídicas están compuestas por matrices lipídicas derivadas 
generalmente de ésteres de glicerol de ácidos grasos; caracterizadas porque su componente 
lipídico tiene un punto de fusión superior a 37 ºC, lo que permite que sean sólidas a 
temperatura corporal (Allouche, 2013). Este sistema coloidal tiene como ventajas una 
cinética de liberación controlada, entrega en blancos específicos, estabilidad, 
biocompatibilidad (debido a que la mayoría de los lípidos son biodegradables) y 
protección de fármacos sensibles a la luz y al pH. Esto hace de las partículas sólidas 
lipídicas, transportadores con potenciales aplicaciones en la entrega de fármacos y pueden 
ser administradas a través de diferentes rutas tales como la parenteral, la peroral, la ocular, 
la tópica, la transdérmica, incluso con uso en terapia génica y medicina molecular (Kumar 
y Randhawa, 2013; Mukherjee et al., 2009). 
Por su parte, el propóleos es uno de los productos de la colmena con mayor actividad 
biológica y farmacológica gracias al gran número y a la diversidad de los compuestos que 
lo componen (Bankova et al., 2000; Lotfy, 2006). Su utilización data desde tiempos 
ancestrales, como ingrediente de preparaciones medicinales, caseras y productos de uso 
personal. Los egipcios, griegos y romanos le usaban para el tratamiento de lesiones de la 
piel. En la actualidad, la medicina tradicional lo reconoce como antiséptico, antimicótico, 
bacteriostático, anti-inflamatorio y antioxidante (Burdock, 1998; Castaldo y Capasso, 
2002; Sforcin, 2007). 
Los materiales a partir de los cuales las abejas elaboran su propóleos son sustancias 
secretadas por las plantas de su entorno próximo, dentro de las que se encuentran los 
exudados de las heridas de dichas plantas, que generalmente corresponden a material 
lipofílico, resinas, mucílagos y gomas (Bankova, 2005), que luego son enriquecidos con 
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secreciones salivales y enzimáticas de las abejas (Burdock, 1998). La calidad del 
propóleos se define en términos de las sustancias bioactivas que le dan el valor agregado a 
este producto de la colmena, tales como compuestos fenólicos, flavonoides y resinas 
(MAPA, 2001; SPReI y SAGPyA, 2008). 
A su vez, es bien conocido que la concentración de materiales cerosos da origen a 
propóleos de baja calidad, debido a que estos no son considerados activos 
farmacológicamente y un elevado contenido de ceras ocasiona turbidez en extractos y 
tinturas de propóleos cuando se almacenan a bajas temperaturas. Otro aspecto relacionado 
con el contenido de ceras, es la posible adulteración que puedan hacerle al propóleos al 
añadir intencionalmente ceras del panal (Woisky, 1996). 
De acuerdo con lo anterior, es importante propender por el aprovechamiento del contenido 
lipídico del propóleos a fin de crear una oportunidad para generarle un valor agregado. 
Así, en la presente tesis se propone una posible alternativa basada en la elaboración de 
partículas lipídicas mediante la técnica de emulsificación-difusión, con proyección de 
aplicación en productos cosméticos y sistemas de entrega de fármacos, contando como 
precedente con los resultados de la investigación preliminar realizada en el Grupo de 
investigación en Desarrollo y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos – 
GIDECA (Paillié Jiménez, 2014). En este sentido, como hipótesis de trabajo se plantea 
que: “Es posible el aprovechamiento de los materiales lipídicos extraídos del propóleos 
para la preparación de partículas sólidas lipídicas de interés farmacéutico o cosmético.”. 
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Dentro de la estructura conceptual necesaria para el desarrollo del presente trabajo de 
investigación, se expondrán tópicos relacionados con el propóleos, cubriendo los aspectos 
generales y los relacionados con la actividad biológica, la composición química y el 
control de calidad. Igualmente, se hará referencia a las partículas sólidas lipídicas, para las 
que es importante tener en cuenta su clasificación, los materiales empleados en su 
preparación y los métodos más reportados para su obtención. 
1.1 Propóleos 
El propóleos es una sustancia resinosa natural que las abejas fabrican a partir de los 
exudados de plantas, ceras, sustancias propias de su metabolismo tales como enzimas, 
y otros materiales tales como restos vegetales, con el fin de utilizarlo para construir sus 
nidos, protegerlos de invasores y del viento, llenar agujeros y reparar la colmena 
(Bankova et al., 2000; de Groot, 2013; Marcucci, 1995). Se ha reportado su actividad 
antimicrobiana (Ramanauskiené et al., 2009; Vardar-Ünlü et al., 2008; Yaghoubi et al., 
2007), antifúngica (Finger et al., 2013; Koc et al., 2007) y antiviral (Hegazi et al., 
2012; Kujumgiev et al., 1999); así como su uso para el control de la microflora de la 
colmena y para regular la descomposición de aquellas criaturas ajenas a ella que han 
sido muertas por las abejas y que éstas no pueden sacar (Bankova et al., 2000; Simone-
Finstrom y Spivak, 2010). 
La palabra “propóleos” viene del griego antiguo “προ” (pro: en frente de, a la entrada 
de) y “πολιζ” (polis: ciudad o comunidad), lo que quiere decir que es el material para 
la defensa de la colmena (Bankova et al., 2000). La función del propóleos está 
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esencialmente relacionada con el mantenimiento de la homeostasis del ambiente del 
nido, a través de un mecanismo natural para evitar y tratar enfermedades en la propia 
colmena, gracias a su actividad frente a patógenos que pueden afectar la salud de las 
abejas (Simone-Finstrom y Spivak, 2010). Físicamente, el propóleos se describe como 
un material lipofílico y duro que al ser calentado se hace suave, flexible y pegajoso. 
Tiene un olor característico y su color varía según su origen y antigüedad, desde 
amarillo, verde o rojo a marrón (de Groot, 2013; Hausen et al., 1987a). 
1.1.1 Composición química del propóleos 
En términos generales, el propóleos tiene dentro de sus componentes polen, ceras, 
resinas, bálsamos, aceites y materia orgánica. Debido a que los exudados y 
secreciones de las plantas varían según el tiempo y el lugar de recolección, la 
composición del propóleos depende del territorio donde esté ubicada la colmena 
(de Groot, 2013; Marcucci, 1995). Para que este material sea aceptado 
oficialmente, debe lograrse la estandarización química de su composición, lo que 
permite garantizar su seguridad y eficacia. Una forma de lograrlo es a través del 
estudio y la tipificación de las principales plantas vecinas a las colmenas, para 
identificar los posibles grupos de compuestos biológicamente activos y establecer 
marcadores químicos por región (Bankova, 2005). No obstante, aunque se puede 
afirmar que la ubicación geográfica es el parámetro determinante de la 
composición del propóleos, ésta depende también, entre otros, del periodo 
estacional, la iluminación, la altitud, las especies de abejas, el método de extracción 
del propóleos, la actividad paralela que se desarrolle en la zona y la disponibilidad 
de alimento (de Groot, 2013). 
A la fecha, se han identificado más de 300 compuestos químicos diferentes en el 
propóleos, catalogados como flavonoides, ácidos fenólicos, derivados de 
acetofenona, lignanos, terpenos, componentes volátiles (como monoterpenos y 
sesquiterpenos), compuestos aromáticos, azúcares, hidrocarburos y monoésteres 
(Bankova et al., 2000; Kurek-Górecka et al., 2014). En términos generales, el 
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propóleos crudo se compone de 50 % de resina y bálsamo vegetal, el que contiene 
la mayoría de las sustancias biológicamente activas; 30 % a 35 % de ceras, 
principalmente cera de abejas; 5 % a 10 % de aceites aromáticos; aproximadamente 
5 % de polen y en menos proporción, restos orgánicos. En el propóleos también se 
encuentran elementos tales como sodio, calcio, magnesio, zinc, potasio, silicio, 
azufre, hierro y aluminio (Serra Bonvehí y Orantes Bermejo, 2013) y, vitaminas 
como tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6), ácido ascórbico (vitamina C) 
y α−tocoferol (vitamina E) (Marcucci, 1995; Moreira, 1986; Pietta et al., 2002). 
1.1.2 Actividad biológica y uso del propóleos 
El uso del propóleos es extenso, de forma que está disponible como suplemento 
dietario, en productos farmacéuticos (cremas, ungüentos, tabletas, cápsulas, 
jarabes, aerosoles, etc.) y como ingrediente en formulaciones cosméticas (champús, 
acondicionadores, lociones, labiales, ungüentos, cremas dentales, esmaltes, etc.) 
(de Groot, 2013). Adicionalmente, se reporta su empleo como aditivo preservante 
de alimentos (Gutiérrez Cortés, 2012) y como agente aromatizante debido a que 
contiene varios compuestos odoríficos (Yang et al., 2010). Otras aplicaciones 
incluyen el uso como barniz para la madera y otras superficies como instrumentos 
musicales, como adhesivo y como sustancia para sellar agujeros (de Groot, 2013). 
El amplio uso del propóleos desde la antigüedad se debe a sus propiedades 
antimicrobianas (Kujumgiev et al., 1999; Marcucci et al., 2001; Sforcin et al., 
2000), así como a sus actividades anti-inflamatoria (Paulino et al., 2008; Wang et 
al., 2014), anti-ulcerosa (de Barros et al., 2008, 2007), cicatrizante (regenerativos y 
reparativos) (Sehn et al., 2009), hepatoprotectora (Bhadauria y Nirala, 2009; 
Kolankaya et al., 2002; Türkez et al., 2010), inmunoestimulante (Dimov et al., 
1992; Sforcin, 2007), antioxidante (Kurek-Górecka et al., 2014; Teixeira et al., 
2010), citotóxica (Banskota et al., 2000; da Silva Frozza et al., 2013; Li et al., 
2008) y antidiabética (Fuliang et al., 2005; Sforcin y Bankova, 2011), entre otras. 
Gracias a esto, el propóleos se ha incluido como material de partida en la 
elaboración de productos de venta libre u OTC (por su sigla en inglés, OTC, over-
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the-counter) para controlar el resfriado común (Wagh, 2013), y también en algunos 
otros que proclaman “proteger la salud y evitar enfermedades” (Burdock, 1998). 
Su inclusión en preparaciones dermatológicas coadyuva en el tratamiento de 
quemaduras, úlceras, psoriasis, verrugas y tratamiento de heridas (Burdock, 1998; 
de Groot, 2013). Respecto a la aplicación vía peroral, se puede considerar segura, 
pero se ha vinculado sin relación causal clara, a convulsiones, síntomas 
gastrointestinales y falla renal aguda (de Groot, 2013). 
Por el creciente aprovechamiento del propóleos en diferentes preparaciones de uso 
humano, resulta de primordial importancia su toxicidad asociada (de Groot, 2013). 
Dentro de los efectos adversos reportados se destacan reacciones alérgicas (Basista 
y Filipek, 2012; Hausen et al., 1987a), estomatitis (Garrido Fernándes et al., 2004), 
edema labial (Budimir et al., 2012) y disnea (Bellegrandi et al., 1996). 
Adicionalmente, debe controlarse la presencia de metales pesados (tales como 
plomo, cadmio, mercurio y arsénico) por sus implicaciones en salud animal y 
humana (Lacerda et al., 2011; Serra Bonvehí y Orantes Bermejo, 2013). 
Existen reportes que asocian el propóleos con casos de dermatitis de contacto 
alérgica (Basista y Filipek, 2012) y se considera como un potente sensibilizador de 
contacto. Prueba de ello son los reportes de reacciones alérgicas ocupacionales en 
apicultores (de Groot, 2013); cuyas sustancias responsables se han identificado 
como 1,1-dimetilalil ácido cafeico (3-metil-2-butenil cafeato), tectocrisina y los 
ésteres feniletil y prenil del ácido cafeico (Marcucci, 1995). Respecto al alérgeno 
“LB−1” (primer alérgeno identificado en el propóleos y aislado inicialmente en los 
brotes del álamo negro, Populus nigra L.) se ha reportado que es una mezcla de 3-
metil-2-butenil cafeato (54 %), 3-metil-3-butenil cafeato (28 %), fenetil cafeato 
(8%), ácido cafeico (1 %) y bencil cafeato (1 %) (Burdock, 1998; Hausen y 
Wollenweber, 1988; Hausen et al., 1987a, 1987b). En síntesis, se afirma que los 
agentes sensibilizantes más importantes son los ésteres del ácido cafeico; 
relacionándose su capacidad de actuar como haptenos con la presencia de los 
grupos hidroxilo libres en el anillo aromático. De acuerdo con lo anterior, el 
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propóleos se considera clínicamente como un alérgeno y se han reconocido sus 
propiedades inmuno-estimulantes (Burdock, 1998). 
1.1.3 Control de calidad del propóleos 
El creciente consumo del propóleos, así como su uso e inclusión en preparaciones 
diversas, ha llevado a que varios países establezcan normativas para la inspección y 
el control de calidad tanto del propóleos crudo como de su extracto. En 
Latinoamérica se destacan las disposiciones de Brasil, Argentina y Cuba. 
Para el caso de Brasil, el Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 
(MAPA) y la Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), han 
promulgado especificaciones de calidad a través de la Instrucción Normativa Nº 3 
del 19 de enero de 2001 del Departamento de Inspección de Productos de Origen 
Animal y, la Resolución-RDC Nº 132 del 29 de mayo de 2003, respectivamente. 
Debido a que el MAPA ejerce el control sobre el propóleos utilizado en el campo 
alimentario, su reglamentación ofrece pautas de identificación y los requisitos 
mínimos de calidad para ser comercializado nacional e internacionalmente. Por su 
parte, ANVISA, a través de la Câmara Técnica de Medicamentos Fitoterápicos 
(CATEF), establece directivas para el registro de los productos que contienen 
propóleos, dentro del grupo de medicamentos específicos, en la clase opoterápica 
(CATEF, 2005; Lins et al., 2010; MAPA, 2001). 
De otro lado, Argentina reglamenta las características que debe cumplir el 
propóleos, a través del Código Alimentario Argentino y de la Resolución Conjunta 
94/2008 y 357/2008 (SPReI y SAGPyA, 2008). Si bien en Argentina no se 
establece como normativa un determinado punto de fusión del propóleos, existen 
trabajos de investigación realizados en dicho país que miden este parámetro como 
parte de la caracterización fisicoquímica de los propóleos y que se considera, 
aporta información preliminar respecto a su composición (Chaillou et al. 2004). 
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En la Tabla 1.1, se hace una comparación respecto a los parámetros de calidad 
exigidos al propóleos bruto por las legislaciones de Brasil y de Argentina. Como se 
observa, la legislación argentina es más exigente que la brasilera en cuanto a la 
presencia de masa mecánica o cuerpos extraños (i.e. impurezas tales como restos de 
plantas, animales u otros residuos derivados del proceso de recolección del 
propóleos), metales pesados (arsénico y plomo) y contaminantes del tipo pesticidas 
y antibióticos. No obstante, la legislación de Brasil tiene límites más estrictos para 
parámetros fisicoquímicos tales como pérdida por secado, contenido de ceras y 
compuestos solubles en etanol (los que abarcan resinas y sustancias de actividad 
biológica). 
Por su parte, el fundamento técnico de las metodologías analíticas para realizar las 
determinaciones es similar en las dos legislaciones; la diferencia está en los límites 
de los contaminantes que pueden estar presentes –donde se incluyen metales 
pesados, pesticidas y antibióticos–, para los cuales la legislación argentina es más 
exigente y, por ende, se necesitan metodologías de mayor complejidad para hacer 
una detección correcta (cromatografía o espectrometría de absorción atómica). 
En Colombia no existe normativa que evalúe la calidad del propóleos bruto, de 
hecho el único producto que por ahora tiene legislación oficial para su control es la 
miel (Ministerio de la Protección Social, 2010). No obstante, son numerosas las 
investigaciones realizadas con propóleos colombianos, tal como lo recopila López 
Córtes (2012) en su trabajo sobre las propiedades biológicas del propóleos y su 
caracterización físicoquímica según la región donde se recolecten. 
De acuerdo con lo anterior, el potencial de uso que tiene el propóleos es bastante 
amplio, gracias al elevado número y diversidad de compuestos que lo integran. 
Convencionalmente, la presencia de componentes lipídicos es la que le resta 
calidad al propóleos. Sin embargo, como un aporte para su aprovechamiento, en la 
presente investigación se pretende el empleo de dichos materiales lipídicos en la 
preparación de partículas lipídicas. 
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Tabla 1.1 Requisitos establecidos por las legislaciones brasilera y argentina, respecto a la calidad del propóleos bruto. 
 
Legislación brasilera (CATEF, 
2005; MAPA, 2001) 






Característico: resinoso o balsámico, 
según el origen botánico 
Característico: resinoso o balsámico, según su 
origen botánico o geográfico 
Organoléptico1,2 
Color 
Amarillo, pardo, verdoso, rojizo, 
marrón y otros, variando conforme a 
su origen botánico 
Amarillo, pardo, verdoso, rojizo, marrón y sus 
tonalidades, variando conforme a su origen 
botánico o geográfico 
Organoléptico1,2 
Sabor 
Característico: de suave balsámico a 
fuerte y picante, dependiendo de su 
origen botánico 
Variable, de suave y balsámico a fuerte y picante, 
según su origen botánico o geográfico 
Organoléptico1,2 
Consistencia a temperatura 
ambiente 
Maleable a rígido, dependiendo de su 
origen botánico 
Maleable o rígido, según su origen botánico o 
geográfico 
Organoléptico1,2 




Pérdida por calentamiento o 
secado 
Máximo 8 % (p/p) Máximo 10 % (100 ºC − 105 ºC) Gravimétrico (estufa)1,2 
Cenizas Máximo 5 % (p/p) Máximo 5 % (500 ºC − 550 ºC) Gravimétrico (mufla) 1,2 
Masa mecánica o cuerpos 
extraños 
Máximo 40 % (p/p) Máximo 25 % 
Gravimétrico; extracción por 
solventes1,2 
Ceras Máximo 25 % (p/p) Máximo 40 % (sustancias extraíbles en n-hexano) Extracción por solventes1,2 
Índice o actividad de oxidación Máximo 22 segundos Máximo 22 segundos 
Tiempo de decoloración de una 
solución de KMnO4 0.1N1,2 
Compuestos fenólicos Mínimo 5 % (p/p) Mínimo 5 % (expresados como ácido gálico) Espectrofotométrico1,2 
Flavonoides Mínimo 0.5 % (p/p) Mínimo 0.5 % Espectrofotométrico1,2 
Solubles en etanol; porcentaje de 
extracto etanólico 
Mínimo 35 % (p/p) Mínimo 30 % (resinas) 
Gravimétrico; extracción por 
solventes1,2 
Espectro de absorción UV-VIS 
Señales características de las 
principales clases de flavonoides 
entre 200 nm y 400 nm 
Debe presentar un máximo de absorción entre 
270 nm y 315 nm 
Espectrofotométrico1,2 
Plomo  Acetato de plomo: positivo Máximo 2.0 mg/Kg 
Cualitativo1, Absorción 
Atómica o espectofotométrico2 
Arsénico  Máximo 1.0 mg/Kg 
Absorción atómica o 
espectrofotométrico2 
Hidróxido de sodio Positivo   




líquida de alta eficiencia)2 
Parámetros 
microbiológicos 
Paenibacillus larvae Ausencia.  Microbiológico1 
*1 Legislación brasilera; *2 Legislación argentina. 
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1.2 Partículas lipídicas 
Como se presenta en la Figura 1.1, se han desarrollado varios transportadores coloidales 
para la entrega in vivo de fármacos, dentro de los cuales se encuentran los liposomas, los 
niosomas, las nanopartículas y las microemulsiones, los que tienen similitudes en tamaño, 
forma y vía de administración (Quintanar-Guerrero et al., 1998; Vauthier et al., 2013). 
De forma general, en el campo farmacéutico se definen las nanopartículas como partículas 
coloidales sólidas, de tamaños que oscilan desde un límite inferior de 5 nm -10 nm hasta 
un límite superior de 1000 nm, siendo el rango más usual de 100 nm y los 500 nm 
(Quintanar-Guerrero et al., 1998). Éstas se pueden dividir en dos grandes grupos: 
nanoesferas y nanocápsulas. Las nanocápsulas tienen una estructura típica núcleo-capa de 
recubrimiento (core-shell), caracterizadas por un reservorio en su estructura interna. Por su 
parte, las nanoesferas poseen una estructura homogénea en toda la partícula, conformada 
por una matriz densa (Battaglia y Gallarate, 2012; Quintanar-Guerrero et al., 1998). 
Para el caso particular de los sistemas con estructura matricial lipídica de tamaño en la 
escala nanométrica, se han desarrollado las nanopartículas sólidas lipídicas (SLN, Solid 
Lipid Nanoparticles), los transportadores lipídicos nanoestructurados (NLC, 
Nanostructured Lipid Carriers), los conjugados fármaco-lípidos (LDC, Lipid-drug 
conjugates) y las nanocápsulas lipídicas (LNC, Lipid nanocapsules); que varían según la 
naturaleza de los materiales de partida, la estructura que adopta la matriz y en su eficiencia 
como transportadores de moléculas activas (Battaglia y Gallarate, 2012; Quintanar-
Guerrero et al., 2005). 
Así, las partículas sólidas lipídicas (SLN) son partículas coloidales preparadas a partir de 
lípidos sólidos, exhibiendo un diámetro promedio entre 10 nm y 1000 nm, que 
incursionaron a comienzos de 1990 (Müller et al., 2000; Quintanar-Guerrero et al., 1998). 
Su desarrollo consiste en reemplazar el lípido líquido de las emulsiones por un lípido 
sólido, lo que les permite ser sólidas a temperatura ambiente y a temperatura corporal 
(Rostami et al., 2014; Villafuerte et al., 2008). 
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De otro lado, los transportadores lipídicos nanoestructurados (NLC) son partículas 
lipídicas con un núcleo constituido por una mezcla de lípidos sólidos y líquidos. Su punto 
de fusión es inferior al punto de fusión del lípido sólido inicial utilizado para su 
preparación, conservando su estado sólido a la temperatura corporal. Según la 
composición de la mezcla de lípidos y el método de fabricación utilizado, se pueden 
obtener NLC de tipo imperfecto (su cristalización se altera por pequeñas cantidades de 
aceite), amorfo (matriz sólida, mas no cristalina) y múltiple (la matriz sólida tiene 
pequeños reservorios de aceite) (Battaglia y Gallarate, 2012). 
Figura 1.1 Representación esquemática de algunos nanomateriales (adaptado de Vauthier et al. 
2013). 
 
Por su parte, los conjugados fármaco-lípido (LDC) fueron diseñados para facilitar la 
incorporación de moléculas hidrofílicas en transportadores lipídicos. Su preparación 
requiere de la formación de un conjugado insoluble entre el lípido y el fármaco, que se 
consigue bien sea a través de la generación de sales (e.g. con ácidos grasos), o por uniones 
covalentes (e.g. ésteres o éteres). Dichos conjugados son procesados con una solución 
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acuosa de tensioactivo, usando técnicas como la homogenización a alta presión, donde el 
producto final es una formulación de nanopartículas lipídicas (Neupane et al., 2013; 
Olbrich et al., 2002). 
Adicionalmente, las nanocápsulas lipídicas (LNC) tienen una estructura híbrida entre las 
nanocápsulas poliméricas y los liposomas, debido a que su núcleo de aceite está rodeado 
por una membrana rígida de tensioactivo. Su rango de tamaño está entre 20 nm y 100 nm. 
Se preparan comúnmente a través del método de inversión de fase inducido por 
temperatura (Huynh et al., 2009). 
Son varias las ventajas de los transportadores lipídicos, incluyendo biocompatibilidad, baja 
citotoxicidad y posibilidad de incorporar en su estructura compuestos activos (Battaglia y 
Gallarate, 2012). Como transportadores de dichos compuestos, en general, las partículas 
lipídicas se caracterizan por tener buena biodisponibilidad, servir como transportadores de 
liberación modificada para activos poco solubles en agua y proteger sustancias 
susceptibles a la degradación por agentes externos como la luz o el agua. La capacidad de 
carga de la molécula activa en el lípido está determinada por factores tales como la 
solubilidad del compuesto en el lípido fundido; la fácil incorporación del compuesto 
fundido en el lípido fundido; la estructura física y química de la matriz lipídica sólida, lo 
que determina la acomodación del fármaco y; el estado polimórfico del material lipídico 
(Müller et al., 2000). Dentro de los fenómenos de inestabilidad de los sistemas lipídicos se 
reportan el crecimiento de las partículas por aglomeración durante el almacenamiento, 
cambios en las transiciones polimórficas y la tendencia a gelificar (Villafuerte et al., 2008). 
1.2.1 Preparación de las partículas sólidas lipídicas 
Dentro de los métodos reportados para la preparación de partículas lipídicas se encuentra 
la homogenización a alta presión (HPH, High pressure homogenization), desarrollada en la 
década de 1950 para la producción de emulsiones parenterales O/W (Battaglia y Gallarate, 
2012) y que tiene la mayor trayectoria y uso. Igualmente se reportan métodos basados en 
ultrasonido, desplazamiento de solventes o aquellos basados en emulsificación. 
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 Homogenización a alta presión (HPH, por sus siglas en inglés). 
La HPH se fundamenta en el uso de presiones elevadas para inducir la formación 
de nanopartículas. La reducción del tamaño de partícula es el resultado del 
esfuerzo cortante y las fuerzas de cavitación (Kumar y Randhawa, 2013). Esta 
técnica puede realizarse en caliente o en frío. En ambos casos, el ingrediente 
activo es disuelto en el lípido fundido entre 5 ºC y 10 ºC por encima de su punto 
de fusión. Para la técnica de homogenización en caliente, inicialmente se debe 
obtener una emulsión aceite-en-agua (O/W) a través de la dispersión por agitación 
de la mezcla fundida que contiene el ingrediente activo, en una solución acuosa 
del surfactante que ha sido calentada a la misma temperatura. Esta emulsión se 
pasa a través de un homogenizador de alta presión (100 bar – 1000 bar), el cual ha 
sido llevado previamente a la temperatura a la que se está manejando el proceso 
(puede ser usando recirculación de agua caliente). Durante la homogenización, la 
temperatura se mantiene para evitar la solidificación del lípido. Al transferirse la 
nanoemulsión O/W a un recipiente a temperatura ambiente, ésta se enfría, 
recristalizando el lípido y formándose las SLN (Kumar y Randhawa, 2013; Müller 
et al., 2000; Silva et al., 2011). 
Para la técnica de homogenización en frío, la mezcla del lípido que contiene el 
ingrediente activo se enfría, permitiendo la formación de micropartículas lipídicas 
de tamaños que oscilan entre 50 μm y 100 μm, las que posteriormente se 
suspenden en una disolución fría de surfactante. Dicha suspensión se homogeniza 
a temperatura ambiente o menor, de tal forma que con ayuda de las fuerzas de 
cavitación, las micropartículas lipídicas se fragmentan dando lugar a 
nanopartículas sólidas lipídicas (Müller et al., 2000). Esta técnica es 
frecuentemente empleada para la preparación de SLN conteniendo moléculas 
hidrofílicas, debido a que se minimiza su probabilidad de migración hacia la fase 
acuosa (Kasongo et al., 2012; McClements, 2015; Müller et al., 2000). 
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 Homogenización de elevado corte (HSH, por sus siglas en inglés). 
La homogenización de elevado corte se emplea como técnica dispersante para la 
producción de nanodispersiones de lípido sólido (Hou et al., 2003; Mehnert y 
Mäder, 2001). En esta técnica se dispersa el tensioactivo estabilizante en la fase 
acuosa caliente, mientras en paralelo se funde el componente lipídico (ambas fases 
se conservan a la misma temperatura). A continuación, la fase acuosa caliente es 
adicionada sobre la fase lipídica fundida, manteniendo la mezcla con 
calentamiento constante (baño maría) y bajo homogenización de elevado corte 
durante un tiempo previamente determinado (e.g. 15 min). Dicha dispersión es 
transferida a un baño de hielo para lograr un rápido enfriamiento y promover, por 
choque térmico, la formación de las partículas (Carlotti et al., 2005). 
 Emulsificación con ultrasonido. 
Por su parte, para la técnica que usa ultrasonido se reporta un calentamiento del 
lípido de 5 ºC a 10 ºC por encima de su punto de fusión, siendo luego adicionado a 
la mezcla de agua y tensioactivos, calentada con anterioridad a la misma 
temperatura. Se obtiene una emulsión primaria bajo la agitación con un Ultra-
Turrax®. Luego una sonda de sonicación se ubica dentro de esta emulsión durante 
un periodo de tiempo dado, conduciendo al rompimiento de las gotas y a la 
consiguiente formación de la nanoemulsión (Oliveira et al., 2016; Silva et al., 
2011) a través del fenómeno conocido como cavitación acústica (Patil y Pandit, 
2007). Una vez obtenida dicha nanoemulsión O/W, ésta se enfría para producir las 
partículas lipídicas (Silva et al., 2011). 
La ultrasonicación tiene como desventaja que puede llevar a una elevada 
polidispersión de las nanopartículas, así como promover reacciones químicas e 
incluso introducir contaminación por trazas metálicas provenientes de la sonda 
(Quintanar-Guerrero et al., 1998; Silva et al., 2011). 
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 Emulsificación y evaporación del solvente (SEE, por sus siglas en inglés). 
En este método, el material lipofílico se disuelve en un disolvente orgánico 
inmiscible con agua, para luego emulsificar la mezcla en una solución acuosa. 
Dicha emulsión se somete a una fuente de elevada energía como ultrasonido u 
homogenizadores, con el fin de disminuir el tamaño del glóbulo. Posteriormente se 
evapora el solvente orgánico por vacío, calentamiento o los dos, obteniendo una 
dispersión acuosa de nanopartículas lipídicas, producto de la precipitación del 
lípido en el medio acuoso (Mehnert y Mäder, 2012; Sjöström y Bergenståhl, 1992; 
Sjöström et al., 1993). 
 Emulsificación-difusión. 
Esta técnica implica el uso de agua y de un solvente parcialmente miscible en ella, 
los que deben ser mutuamente saturados para asegurar el equilibrio termodinámico 
fundamental para la formación de una emulsión. En el solvente orgánico saturado 
con agua se disuelve el material lipídico formando la comúnmente denominada 
“fase orgánica”. En el agua saturada con solvente orgánico se disuelve un agente 
estabilizante, lo que se denomina “fase acuosa”. Las fases orgánica y acuosa son 
puestas en contacto y emulsificadas a elevada fuerza de corte. Una vez lograda la 
emulsión, se adiciona agua al sistema provocando la difusión del solvente 
orgánico hacia la fase externa acuosa, para dar lugar a la formación inmediata de 
nanopartículas con tamaños promedio entre 30 nm y 100 nm. Posteriormente se 
retira el solvente bajo presión reducida (Quintanar-Guerrero et al., 2005; Trotta et 
al., 2003). Si se requiere calentamiento para disolver el lípido, al inicio ambas 
fases se mantienen a la misma temperatura y el paso de difusión se lleva a cabo a 
temperatura ambiente o a la misma temperatura a la que el lípido fue disuelto 
(Quintanar-Guerrero et al., 2005). 
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 Desplazamiento de solvente o inyección. 
Para la preparación de partículas por este método, una disolución del lípido en un 
solvente o mezcla de solventes miscibles en agua (acetona, etanol, metanol, 
isopropanol, glicerol al 85 %) se inyecta rápidamente, bajo agitación y con ayuda 
de una aguja, en una fase acuosa que puede contener un agente estabilizante. Esto 
conduce a la precipitación del lípido en forma de partículas sólidas lipídicas 
(Schubert y Müller-Goymann, 2003). A escala industrial se ha propuesto el uso de 
un contactor de membrana, en donde la fase lipídica fundida, ubicada en el interior 
de un cartucho de filtración de un tamaño de poro específico, se hace pasar a 
presión a través de la membrana, siendo recibido gota a gota en un medio acuoso 
externo que contiene agente estabilizante y en el que precipitan las partículas de 
forma inmediata (Charcosset et al., 2005). 
 Preparaciones de partículas lipídicas basadas en microemulsiones. 
Este método requiere la fusión de un lípido sólido a temperatura ambiente y la 
preparación de una mezcla de agua, cosurfactante1 y surfactante a la misma 
temperatura de fusión del lípido. La fase acuosa se adiciona sobre el lípido 
fundido bajo agitación moderada. Si los componentes son mezclados en una 
proporción correcta, se formará una microemulsión transparente y 
termodinámicamente estable. Esta microemulsión se dispersa bajo agitación en un 
medio acuoso frío (2 ºC a 3 ºC), dando lugar a la formación de las partículas 
(Mojahedian et al., 2013; Müller et al., 2000; Ravanfar et al., 2016; Shah et al., 
2014). 
                                               
 
 
1 Cosurfactante: pequeña molécula anfifílica (e.g. alcohol de cadena corta, tipo butanol o hexanol) que se 
localiza dentro de la monocapa interfacial formada por las moléculas de tensioactivo, incrementando la 
flexibilidad de dicha película (Elaissari, 2003). 
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1.2.2 Caracterización de las partículas sólidas lipídicas 
En el contexto farmacéutico, la caracterización de las partículas sólidas lipídicas se realiza 
a partir de la medición de varios parámetros que inciden en la estabilidad del sistema 
particulado y la cinética de liberación de los ingredientes activos que contienen. Los 
siguientes, son algunos de los parámetros frecuentemente evaluados: 
 Tamaño de partícula: este parámetro se puede medir a través de varias técnicas 
analíticas, dentro de las cuales se citan como las más comunes la espectroscopía de 
correlación de fotones (PCS, Photon Correlation Spectroscopy), también conocida 
como dispersión de luz dinámica (DLS, Dynamic light scattering) y, la difracción 
láser (LD, Laser diffraction). 
La espectroscopía de correlación de fotones (PCS, Photon Correlation Spectroscopy) 
mide la fluctuación de la intensidad de la luz dispersada que es causada por el 
movimiento de las partículas. Esto permite una capacidad de medición que varía desde 
pocos nanómetros hasta 3 μm. Por su parte, la difracción láser (LD, Laser Diffraction) 
se basa en la dependencia del ángulo de difracción, con el radio de la partícula 
(espectro de Fraunhofer). Así, las partículas más pequeñas provocan una dispersión 
más intensa y ángulos más grandes. Tiene como ventaja que abarca desde la escala 
nanométrica hasta el más bajo rango milimétrico (Garud et al., 2012; Mehnert y 
Mäder, 2012). 
Paralelo a esto, si se requiere información adicional acerca de la forma de la partícula, 
ésta se puede obtener a través de microscopía electrónica de barrido, microscopía 
electrónica de transmisión o microscopía de fuerza atómica. Se debe tener en cuenta 
que el procesamiento de la muestra típico de este tipo de análisis (e.g., remoción del 
solvente) puede alterar las características originales de las partículas (Garud et al., 
2012; Müller et al., 2000). 
 Potencial zeta: su medición permite predecir la estabilidad de la preparación coloidal 
durante el almacenamiento. Generalmente, es menos probable que las partículas 
presenten fenómenos de agregación si tienen un elevado potencial zeta debido a la 
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repulsión de las partículas cargadas. Sin embargo, este supuesto no es estrictamente 
aplicable para sistemas que contienen estabilizantes estéricos, debido a que su 
mecanismo de estabilización se basa en su adsorción sobre la partícula, exhibiendo 
bajos valores de potencial zeta (Mehnert y Mäder, 2012; Müller et al., 2000). 
Adicionalmente, cuando se hace referencia a la estabilización por el efecto de cargas 
electrostáticas, debe tenerse en cuenta que ésta se ve afectada sensiblemente por el pH 
y por la presencia de electrolitos (Battaglia y Gallarate, 2012). 
 Grado de cristalinidad y modificaciones del lípido: estos dos parámetros se relacionan 
estrechamente con las velocidades de incorporación y de liberación de sustancias 
activas (Mehnert y Mäder, 2012). Se han evidenciado cambios en la capacidad de 
incorporación de principios activos según si las partículas lipídicas tienen estructura 
cristalina o amorfa, siendo mayor en esta última (Westesen y Bunjes, 1995). 
Sin embargo, no es suficiente describir el estado físico del lípido como cristalizado o 
no, debido a que el lípido cristalizado puede tener varias modificaciones de su red 
cristalina. Esto es importante porque durante el almacenamiento pueden darse 
rearreglos en dicha red, favoreciendo aquella configuración con mayor estabilidad 
termodinámica, lo que puede conducir a la eventual expulsión del principio activo. 
Igualmente, al hablar de modificaciones del lípido no siempre se reduce a asignar una 
forma α, β o β’; la complejidad va más allá a causa de las muchas subespecies e 
interacciones del lípido con los agentes emulsificantes (Mehnert y Mäder, 2012). 
Para lograr información acerca de la estructura de la matriz lipídica, su polimorfismo 
(comúnmente encontrado en materiales lipídicos como glicéridos y ácidos grasos) y su 
comportamiento de fases, pueden emplearse técnicas tales como la calorimetría 
diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning Calorimetry) y la difracción de 
rayos X (XRD, X-Ray Diffraction). Con DSC se pueden monitorear y cuantificar 
eventos térmicos en las muestras en función del tiempo y establecer las temperaturas a 
las que tales eventos ocurren. Sin embargo, para identificar la naturaleza de las 
transiciones térmicas se debe contar con información adicional lograda por métodos 
alternativos como termogravimetría, observaciones microscópicas, técnicas 
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espectroscópicas y la propia XRD. Esto permite determinar diferencias entre puntos 
de fusión, transiciones polimórficas, pérdidas de moléculas de agua de hidratación o 
descomposición de la sustancia (Bunjes y Unruh, 2007). 
 Coexistencia de estructuras coloidales adicionales (micelas, liposomas) y fenómenos 
dinámicos: esto se puede determinar a través de técnicas de resonancia magnética 
como NMR (Nuclear Magnetic Resonance) y ESR (Electron Spin Resonance), las que 
ofrecen la posibilidad de realizar mediciones repetidas de la misma muestra ya que 
son del tipo no-destructivas. Con estos métodos de análisis se pueden investigar 
fenómenos dinámicos (e.g. cinéticas de degradación o reactividad química) y las 
características de posibles nanocompartimientos en dispersiones lipídicas coloidales 
(Mehnert y Mäder, 2012). 
 
1.3 Propóleos como material de partida para el desarrollo de 
transportadores de interés farmacéutico o cosmético: 
estado del arte 
 
Debido a la inclusión creciente de productos apícolas en la industria farmacéutica y 
alimentaria, a la fecha se cuenta con trabajos de investigación en los que se pretende la 
incorporación de componentes del propóleos en sistemas transportadores a escalas nano y 
micrométrica. En este sentido se destaca la encapsulación del extracto de propóleos a 
través de métodos como la coacervación compleja con proteína aislada de soya y pectina 
(Pozippe Nori et al., 2011), el secado por aspersión o “spray-drying”, utilizando gelatina 
como encapsulante (Bruschi et al., 2006, 2003) y la emulsificación-evaporación de 
solvente empleando poli(ε-caprolactona) (Durán et al., 2007). Igualmente, se reporta la 
incorporación de propóleos en la cavidad de β-ciclodextrinas (Kalogeropoulos et al., 
2009).  
En términos generales, los resultados de estas investigaciones han sido satisfactorios 
respecto a la encapsulación de los constituyentes bioactivos del extracto. Por ejemplo, en 
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los trabajos de Pozippe Nori et al. (2011) las microcápsulas obtenidas fueron 
caracterizadas respecto a su estabilidad, al contenido de flavonoides y de fenoles totales 
(actividad antioxidante) y a la actividad antimicrobiana. Los resultados sugieren que es 
posible encapsular el extracto de propóleos por el método de coacervación compleja 
obteniendo un polvo estable, libre de alcohol y con la posibilidad de liberarse bajo 
condiciones controladas en los alimentos. Así mismo, se evidencia la conservación de la 
actividad antioxidante de los compuestos fenólicos y flavonoides, así como la acción 
inhibitoria sobre Staphylococcus aureus (Pozippe Nori et al., 2011). 
Sin embargo, son muy escasos los trabajos en los que se emplean sistemas lipídicos 
nanoparticulados para la encapsulación de componentes del propóleos. En nuestro 
conocimiento, Patil et al. (2015) demostraron que es posible cargar nanopartículas de plata 
con propóleos. Para ello se realizó la extracción de los componentes del producto apícola 
con el lípido Gelucire® 50/13 y dicha mezcla se utilizó en la preparación de los 
transportadores. Las nanopartículas obtenidas mostraron actividad antimicrobiana contra 
Staphylococcus aureus y se formularon en un gel destinado al tratamiento de quemaduras 
en ratas. Se logró una mejora significativa en las heridas (Patil et al., 2015). 
Adicionalmente, Rassu et al., 2015 reportaron la inclusión del propóleos crudo como un 
material lipídico para la preparación de SLN por el método HSH. Las partículas obtenidas 
se ensayaron como sistemas de entrega de fármacos (diclofenaco sódico), se ejecutaron 
estudios in vitro y ex vivo, encontrando que el fármaco y los polifenoles no atraviesan 
significativamente las barreras ensayadas. Estos resultados se consideraron promisorios y 
perfilan la aplicación de estos sistemas en el tratamiento tópico de enfermedades de la 
cavidad nasal, caso en el que no es deseable tener permeación transmucosal. 
En adición, en el grupo de investigación en Desarrollo y Calidad de Productos 
Farmacéuticos y Cosméticos – GIDECA, del Departamento de Farmacia de la Universidad 
Nacional, se desarrolló un trabajo exploratorio acerca de la utilización de las ceras de 
propóleos en la preparación de partículas sólidas lipídicas, empleando la metodología de 
emulsificación-difusión. Se eligió como solvente el acetato de etilo y como agente 
estabilizante poloxamer 188. Los resultados sugieren la utilización del propóleos como 
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material de partida para la preparación de este tipo de sistema nanoparticulado (Paillié 
Jiménez, 2014) y como una continuación de ello, la presente tesis explora una estrategia 
para lograr un producto de interés farmacéutico o cosmético haciendo énfasis en el control 
de calidad del material de partida, la extracción de los componentes lipídicos y la 





2.1 Objetivo general 
Evaluar la aplicabilidad del componente lipídico presente en el propóleos como 
material de partida para la preparación de partículas sólidas lipídicas de interés 
farmacéutico o cosmético. 
2.2 Objetivos específicos 
Proponer una metodología para la preparación de partículas sólidas lipídicas 
utilizando propóleos como material de partida. 
Lograr una aproximación a la composición química de las partículas sólidas 
lipídicas preparadas en cumplimiento del objetivo anterior, utilizando para ello 




3 PARTE EXPERIMENTAL 
3.1 Materiales 
Propóleos recolectado en marzo de 2014 en apiarios del municipio de Confines 
(Santander, Colombia; 6° 21′ 23,825″ N, 73° 14′ 30,634″ W, altitud 1.498 m.s.n.m.), de 
colmenas de abejas con aguijón de la especie Apis mellifera. En esta investigación este 
material se ha identificado como PrS. Propóleos donado por el Jardín Botánico de 
Medellín, recolectado entre noviembre de 2014 y febrero de 2015 en la ciudad de Medellín 
(Antioquia, Colombia; 6° 13′ 55″ 098N, 75° 34′ 05″ 752W, altitud 1.486 m.s.n.m.), en 
colmenas de abejas sin aguijón de la especie nativa Tetragonisca angustula. En este 
trabajo este propóleos se ha identificado como PrJB. Adicionalmente fueron utilizados 
triglicérido cáprico/caprílico (CCT, Labrafac Lipophile WL 1349, obsequiado por 
Gattefossé), aceite del árbol de té (TTO, Melaleuca alternifolia, Lipovol® Tea Tree, 
obsequiado por Lipo® Colombia Ltda), aceite de ajonjolí calidad farmacéutica, poloxamer 
188 (PLX, Kolliphor® P188, Basf; obsequiado por Handler Colombia), alcohol polivinílico 
(PVA) 31-51 kDa y 87-89 % de hidrólisis (Sigma-Aldrich), acetato de etilo (EtAc) (R.A. 
Tedia®), n-hexano (R.A. J.T.Baker), metanol (R.A. J.T.Baker), etanol 96 % grado 
farmacéutico (Chemi), cloroformo deuterado (99.8 % átomos de D, Aldrich), ácido 
sulfúrico (R.A. Mallinckrodt), cloruro de aluminio 6-hidrato (R.A. Panreac), quercetina 
dihidrato (USP Estándar de Referencia), nitrito de sodio (R.A. Merk), 2-aminoetil difenil 
borinato (R.A. Sigma-Aldrich), PEG 4000 (R.A. Sigma - Aldrich), sulfato de sodio 
anhidro (R.A. Carlo Erba), vainillina (R.A. Merck), anisaldehído (R.A. Carlo Erba), 
Vivapur® MCG 591P (JRS Pharma), croscarmelosa sódica NF (Ac-Di-Sol®, FMC 
Corporation). En todos los experimentos se utilizó agua destilada (destilador Boeco 
WS8000). 
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Para el desarrollo de la cromatografía en capa delgada (TLC, Thin Layer 
Chromatography), se utilizaron como fase estacionaria cromatofolios TLC Silica Gel 60 
F254 (Merck Millipore) y como reveladores, reactivo Godin [aspersión de vainillina (R.A. 
Merck) etanólica al 1 %, ácido sulfúrico (R.A. Mallinckrodt) etanólico al 10 %], reactivo 
anisaldehído - ácido sulfúrico [0.5 mL de anisaldehído (R.A. Carlos Erba), 10 mL de ácido 
acético glacial (R.A. Mallinckrodt), 85 mL de metanol (R.A. J.T.Baker), 5 mL de ácido 
sulfúrico al 96 % (R.A. Mallinckrodt)] y reactivo de productos naturales – polietilenglicol 
(NP-PEG) [mezcla de difenilboriloxietilamina (NP, Sigma-Aldrich) al 1 % en metanol y 
polietilenglicol etanólico 4000 (PEG 4000, Sigma Aldrich) al 5 % en proporción 5:4]. 
3.2 Equipos 
Mufla Hotpack; estufa de secado Heraus Instruments; estufa de secado Jouan® IG150; 
unidad de extracción de solventes Velp Scientifica Ser 148; unidad de calentamiento 
múltiple Tecnovetro®; balanza analítica PA214, Ohaus® sensibilidad 0.1 mg; 
espectrofotómetro Genesys® 10S UV-Vis; fusiómetro Büchi SMP-20; horno microondas 
Ethos One, Milestone; espectrómetro de plasma de acoplamiento inductivo ICP Icap 7400, 
Thermo Scientific®; homogenizador de alta velocidad Ultra-Turrax®T18 basic, Ika®; 
plancha de agitación Ika® C-Mag HS 7 Ikamag®; rotavapor Heidolph Hei-VAP Precision®; 
vórtex LB Pro® MX-S; ultrasonido Elma® S15H, Elmasonic; Zetasizer Nano ZS, 
Malvern®; microscopio electrónico de barrido Tescan® Vega 3 SB; nevera Daewoo®; 
liofilizador Labconco®, Freeze drying/Shell Freeze drying; equipo para calorimetría 
diferencial de barrido DSC 1 STARe System – Mettler Toledo®; equipo para análisis 
termogravimétrico TGA 1 STARe System – Mettler Toledo®; viscosímetro Brookfield 
DV-E®, modelo RVDVE; equipo para difracción de rayos X X’PertPRO PANalytical®; 
espectrofotómetro de infrarrojo con transformada de Fourier IRAffinity-1 FTIR 
Shimadzu®; equipo para resonancia magnética nuclear Bruker Advance 400® y 
cromatógrafo de gases TRACE 1300 acoplado a espectrómetro de masas de cuadrupolo 
modelo ISQ QD Thermo Scientific®. 
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3.3 Métodos 
3.3.1 Control de calidad del propóleos empleado como material de 
partida para la elaboración de partículas sólidas lipídicas 
Teniendo en cuenta que en Colombia no se dispone de una normativa para el control de 
calidad del propóleos, en el presente estudio se estructuró una ficha de control de calidad a 
partir de las legislaciones argentina (SPReI y SAGPyA, 2008) y brasilera (CATEF, 2005; 
MAPA, 2001), para establecer los valores de especificación. A continuación se describen 
los procedimientos seguidos para cada una de las pruebas. 
 Pérdida por calentamiento o secado 
Se pesaron 3.0 g de propóleos en una cápsula de porcelana o en una caja de Petri 
(previamente llevada a la estufa a 135 ºC durante 1 h, enfriada en desecador y pesada). El 
conjunto se colocó en una estufa regulada (Heraus Instruments) a 135 ºC ± 2 ºC durante 4 
h, se retiró y se ubicó en un desecador hasta que alcanzó la temperatura ambiente. Se pesó 
hasta lograr peso constante (AOAC, 2012a). 
El porcentaje de pérdida por calentamiento se calculó a través de la siguiente expresión 
(Ecuación 3.1): 
     Ecuación 3.1 
 
donde: 
- % H: porcentaje de humedad o pérdida por calentamiento. 
- CMS: peso de la cápsula con la muestra seca (g). 
- Ci: peso inicial de la cápsula tarada y vacía (g). 
- Pp: peso de la muestra de propóleos (g). 
 
Los resultados son reportados como el promedio de tres determinaciones independientes y 
el intervalo de confianza (IC) del 95 %. 
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 Cenizas 
El proceso se realizó siguiendo el protocolo de la AOAC (2012b) con algunas 
modificaciones. Así, se pesaron alrededor de 3.0 g de muestra en un crisol de porcelana (el 
cual previamente se llevó a 550 ºC durante 1 h, se enfrió en desecador y se pesó). 
Posteriormente, se realizó la pre-calcinación paulatina de la muestra en una plancha de 
calentamiento, luego se introdujo dentro de la mufla (Hotpack) y se permitió su 
calcinación a 550 ºC durante 12 h o el tiempo suficiente para obtener cenizas blancas. Se 
retiró el conjunto de la mufla, se colocó en un desecador hasta que alcanzó temperatura 
ambiente y se pesó. 
El cálculo de las cenizas se realizó utilizando la Ecuación 3.2: 
      Ecuación 3.2 
donde: 
- % C: porcentaje de cenizas. 
- Cf: peso de la cápsula de porcelana que contiene las cenizas (g). 
- Ci: peso de la cápsula de porcelana tarada y vacía (g). 
- Pp: peso de la muestra de propóleos (g). 
 
Los resultados son reportados como el promedio de tres determinaciones independientes y 
el IC del 95 %. 
 Ceras o extractables en n-hexano 
Para cada réplica, se pesaron 2.0 g de propóleos y se acomodaron dentro de un papel filtro 
o un cartucho de celulosa seco, el que se introdujo dentro de un tubo Goldfish, que se 
ensambló al cuerpo de un extractor de solventes. Paralelamente, balones redondos fondo 
plano de 250 mL fueron tratados en una estufa (Heraus Instruments) a 80 ºC durante 1 h, 
tiempo al cabo del cual se enfriaron en desecador para su posterior pesaje. En cada balón 
tarado de 250 mL se adicionaron aproximadamente 90 mL de n-hexano y se conectó al 
extractor. El proceso de extracción se inició permitiendo la ebullición del solvente y se 
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mantuvieron las condiciones durante 6 h a una velocidad de 120 gotas a 150 gotas por 
minuto. El remanente de la muestra se conservó para la determinación de compuestos 
solubles en etanol y masa mecánica. Se procedió a recuperar y retirar el solvente. El balón 
de 250 mL se llevó a estufa (Heraus Instruments) a 80 ºC durante 1 h, tiempo al cabo del 
cual se le permitió el enfriamiento en un desecador y se pesó. El proceso se repitió hasta 
alcanzar peso constante (Bedascarrasbure et al., 2006). 
El cálculo de las ceras o extractables con n-hexano se realizó según la Ecuación 3.3: 
       
     Ecuación 3.3  
donde: 
- % ExH: porcentaje de extractables en n-hexano. 
- Bf: peso final del balón de 250 mL contiendo el material extractable en n-
hexano (g). 
- Bi: peso inicial del balón de 250 mL (g). 
- Pp: peso de la muestra de propóleos (g). 
 
Los resultados son reportados como el promedio de dos determinaciones independientes y 
el IC del 95 %. 
 Compuestos solubles en etanol o porcentaje de extracto etanólico 
La determinación de resinas se realizó según el procedimiento reportado por 
Bedascarrasbure et al. (2006). En breve, la muestra remanente del proceso de extracción 
con n-hexano se colocó en el tubo Goldfish que se ensambló al cuerpo del extractor de 
solventes. Alrededor de 90 mL de etanol se colocaron en el balón de 250 mL del ensamble 
del extractor. El proceso de extracción permitió inicialmente la ebullición del solvente y se 
mantuvieron esas condiciones durante 6 h, a una velocidad aproximada de 120 gotas a 150 
gotas de condensado por minuto. 
Se consideró el final de la extracción cuando el etanol que entra en contacto con la muestra 
es incoloro. Como comprobación adicional, una gota dicho alcohol se adicionó a una 
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solución de cloruro férrico. Si se producía un cambio de color de amarillento a verdoso, se 
considera evidencia de la presencia de sustancias fenólicas y por ende, se continuaba con 
el proceso de extracción. 
Una vez se finalizó la extracción, la solución extraída se transfirió cuantitativamente a un 
balón aforado de 100 mL y se llevó a volumen con etanol. De dicha solución se tomó una 
alícuota de 50 mL, a partir de la cual se destiló completamente el etanol en un baño maría 
a 80 ºC y luego se secó a la misma temperatura en una estufa (Heraus Instruments) para 
evaporar los restos del solvente. Se permitió el enfriamiento de la muestra en desecador y 
se repitió el procedimiento de secado a 80 ºC hasta obtener peso constante. 
Los 50 mL restantes se almacenaron en un recipiente ámbar con capacidad para 100 mL. 
Como el análisis se realizó por duplicado, los 50 mL de la otra réplica se reunieron en el 
recipiente anterior, para obtener así 100 mL de extractos que se reservan para otras 
determinaciones. 
La estimación de los componentes solubles en etanol se realizó según la Ecuación 3.4: 
   Ecuación 3.4 
 
donde: 
- BRf: peso del balón con el residuo seco soluble en etanol (g). 
- BRi: peso del balón vacío (g). 
- Pp: peso de propóleos (g). 
- VR: volumen al cual se diluyó el extracto etanólico total (mL). 
-VR1: volumen de la alícuota tomada para evaporar y realizar el cálculo (mL). 
 
Los resultados se reportan como el promedio de dos determinaciones independientes y el 
IC del 95 %. 
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 Residuo soluble en metanol (residuo seco) 
Según el procedimiento reportado por Funari y Ferro (2006), primero se obtuvieron los 
extractos por el método Soxhlet a partir de 10 g de muestra de propóleos, que se 
acondicionaron en un cartucho preparado con papel filtro. Aproximadamente 150 mL de 
metanol fueron agregados al balón redondo fondo plano destinado al solvente. El reflujo se 
mantuvo durante 8 h. El extraído se vertió en una probeta, haciendo lavados con metanol 
del interior del balón utilizado. Se determinó el volumen final del extraído y éste se guardó 
en un recipiente ámbar. 
El extracto metanólico se llevó a la nevera durante 24 h y al congelador por media hora; se 
filtró al vacío en un embudo Büchner provisto de un papel filtro cualitativo Boeco No. 3 
previamente seco y pesado. La cera depositada en el papel se lavó con metanol hasta su 
clarificación y se dejó en la campana de extracción hasta que se perdió el exceso de 
solvente. Posteriormente el conjunto papel-cera se llevó a la estufa precalentada a 105 ºC 
(Heraus Instruments) por 2 h, transcurrido este tiempo se dejó enfriar hasta temperatura 
ambiente en desecador y se pesó. Éste es un método alternativo para la determinación de 
ceras. Sin embargo, difiere en resultados de los métodos tradicionales de extracción de 
ceras con solventes orgánicos tales como n-hexano. 
Paralelamente, se midió el volumen del extracto metanólico libre de ceras y se guardó en 
un recipiente protegido de la luz y en refrigeración. Una alícuota de 5 mL de dicho 
extracto se transfirió a un crisol (previamente seco a 105 ºC por 2 h, enfriado en desecador 
y pesado). El conjunto se secó en estufa a 105 ºC durante 2 h, se permitió su enfriamiento 
en desecador y se pesó. El procedimiento se repitió hasta alcanzar peso constante. 
El residuo soluble en metanol se calculó según la ecuación 3.5, teniendo en cuenta que está 
dado por la razón entre la masa depositada en el crisol y la masa inicial del propóleos bruto 
extraído, correspondiente a la alícuota de 5 mL tomada del extracto libre de ceras. 
   Ecuación 3.5 
donde: 
 % RsM: residuo seco soluble en metanol. 
64 Evaluación del propóleos como material de partida para la preparación de 
partículas sólidas lipídicas 
 
 Cr: peso final del crisol contiendo el residuo seco soluble en metanol (g). 
 Ci: peso inicial del crisol (g). 
 VLC: Volumen de extracto metanólico libre de ceras (mL). 
 Pp: peso de la muestra de propóleos (g). 
 5: correspondiente a la alícuota de 5 mL tomada para el ensayo. 
 
Los resultados se reportan como el promedio de seis determinaciones independientes y el 
IC del 95 %. 
 Masa mecánica y/o cuerpos extraños 
Una cantidad exactamente pesada de 2.0 gramos de propóleos se colocó en un dedal de 
papel filtro cualitativo Boeco No. 3, previamente seco y pesado, y se introdujo en el tubo 
Goldfish que se ensambla en el montaje extractor (Figura 3.2). En el balón de 250 mL del 
equipo se adicionaron entre 90 mL y 120 mL de n-hexano y se inició el proceso de 
extracción tal como se ha mencionado previamente, permitiendo el reflujo durante 3 h. El 
residuo obtenido permaneció dentro del tubo Goldfish y se extrajo de la misma forma con 
90 mL a 120 mL de etanol al 96 %, conservando el reflujo durante 3 h. Por último, el dedal 
de papel filtro se secó en estufa (Heraus Instruments) a 80 ºC durante 1 h, se enfrío en 
desecador y se llevó hasta peso constante. Del mismo modo, es posible la determinación 
de las impurezas mecánicas con el material remanente de muestra al que se le extrajeron 
previamente las ceras con n-hexano y luego las resinas con etanol (Bedascarrasbure et al., 
2006). El porcentaje de impurezas mecánicas fue calculado según la Ecuación 3.6: 
   Ecuación 3.6 
donde: 
 % IM: porcentaje de impurezas mecánicas. 
 Pf: peso final del dedal de papel filtro seco contiendo las impurezas mecánicas 
(g). 
 Pi: peso inicial del dedal de papel filtro (g). 
 Pp: peso de la muestra de propóleos (g). 
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Los resultados se reportan como el promedio de dos determinaciones independientes y el 
IC del 95 %. 
 Índice de oxidación 
Para este ensayo, 0.2 g de muestra de propóleos triturado se dispusieron en un erlenmeyer 
de 125 mL y se le añadieron 5 mL de etanol al 96 %, dejando en reposo durante 1 h. 
Pasado este tiempo se agregaron 100 mL de agua destilada, se agitó manualmente y se 
filtró a través de papel de filtro cualitativo Boeco No. 3. En un tubo de ensayo se 
colocaron 2 mL del filtrado, se adicionó 1 mL de ácido sulfúrico al 20 % y se agitó en 
vórtex durante 1 min. Luego se adicionó una gota de permanganato de potasio (KMnO4) 
0.1 N sobre la solución acidulada de propóleos e inmediatamente se cronometró el tiempo 
en que ésta se decolora (Bedascarrasbure et al., 2006). Como resultado se reporta el 
promedio de seis determinaciones independientes y el IC del 95 %. 
 Compuestos fenólicos 
La determinación de fenoles totales se realizó siguiendo el método Folin-Ciocalteau 
(Kumazawa et al., 2004; Singleton y Rossi, 1965; Slinkard y Singleton, 1977). Para el 
procesamiento de la muestra, en un vaso de 100 mL se colocaron 0.5 g de propóleos 
macerado, se adicionaron 15 mL de etanol al 96 % y se agitó con una barra magnética a 
velocidad media (500 rpm) durante 30 min. Dicha mezcla se protegió de la luz y se 
almacenó a temperatura ambiente durante 24 h. El extracto obtenido se filtró, se transfirió 
cuantitativamente a un balón aforado de 50 mL y la solución resultante se guardó en 
congelación a −20 ºC hasta su análisis. 
La lectura de los fenoles totales se realizó sobre 500 μL del extracto de la muestra, que se 
colocaron en un balón aforado de 50 mL, se les adicionó 500 μL de reactivo Folin-
Ciocalteu y se agitó manualmente. Pasados 2 min se agregaron 2 mL de una solución de 
carbonato de sodio al 10 % y se aforó con agua destilada. El balón se guardó por 2 h en la 
oscuridad y a temperatura ambiente. La medición espectrofotométrica (espectrofotómetro 
Genesys) se realizó a una absorbancia de 765 nm, empleando agua destilada como blanco. 
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Este ensayo requirió una curva de calibración para el reactivo Folin-Ciocalteu. Para tal fin, 
se pesaron con exactitud 50 mg de ácido gálico, los que se disolvieron cuantitativamente 
en 25 mL de etanol al 96 % (solución madre de ácido gálico). A partir de dicha solución 
stock, se prepararon nuevas soluciones cuyas concentraciones variaron desde 0.02 mg/mL 
hasta 1.0 mg/mL y para cada una de ellas se determinó la cantidad de fenoles totales 
empleando el mismo procedimiento previamente indicado para los extractos. 




 mg de ácido gálico/mL: Este dato se obtiene luego de interpolar la 
absorbancia de la muestra en la curva de calibración. 
 VE: volumen de extracto (mL). 
 FD: factor de dilución. 
 Pp: peso de propóleos (g). 
Los resultados se expresan como el promedio de nueve determinaciones independientes 
(tres para cada extracto) y el IC del 95 %. 
 Actividad antioxidante por el método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) 
En este ensayo se siguió la metodología sugerida por Ahm et al. (2007) con algunas 
modificaciones. Para la preparación del extracto etanólico se pesaron 0.5 g de propóleos y 
se procedió tal como se describió para cuantificación de compuestos fenólicos. El material 
macerado se dejó en contacto con 15 mL de etanol al 96 % durante 24 h. Dicho extracto se 
filtró por papel cualitativo Boeco No. 3, se diluyó cuantitativamente a 50 mL y se 
almacenó en congelación a −20 ºC hasta su análisis. En cubetas desechables de paso 
reducido se colocó 1 mL de solución de trabajo del radical ABTS∙+ (a reaccionar) y se leyó 
su absorbancia a 734 nm, utilizando etanol como blanco. Inmediatamente se adicionaron 
10 µL del extracto etanólico del propóleos, se agitó y se midió nuevamente la absorbancia 
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después de 6 min. Se tomó como resultado la diferencia de absorbancia entre el tiempo 
inicial (minuto cero) y transcurridos los 6 min. 
Los resultados se compararon frente a la curva de calibración de Trolox (ácido 6-hidroxi-
2,5,7,8- tetrametilcroman-2-carboxílico). Para ello se pesaron 25 mg de Trolox y se 
diluyeron cuantitativamente a 10 mL con etanol al 96 %. A partir de dicha solución madre, 
se prepararon soluciones desde 0.2 mM hasta 2.0 mM, que se leyeron 
espectrofotométricamente, tal como se indicó para los extractos etanólicos de propóleos. 
Los resultados fueron expresados en mM de Trolox/g de propóleos empleando la Ecuación 
3.8: 
 Ecuación 3.8 
 
donde: 
 mM Trolox: interpolado en la curva de calibración. 
 VE: volumen de extracto etanólico de propóleos (mL). 
 FD: factor de dilución. 
 Pp: peso de propóleos (g). 
Los resultados se reportan como el promedio de nueve determinaciones independientes 
(tres para cada extracto) y el IC del 95 %. 
 Flavonoides 
Para la realización de esta prueba se empleó el procedimiento reportado por Woisky y 
Salatino (1998) y Bedascarrasbure et al. (2006), con algunas modificaciones. Del extracto 
obtenido para determinar los compuestos solubles en etanol, se tomó una alícuota de 1 mL, 
se agregaron 0.5 mL de tricloruro de aluminio (AlCl3) al 5 % y se aforó a 10 mL con 
metanol. El blanco se preparó de forma similar, reemplazando la alícuota de la muestra por 
1 mL de etanol al 96 %. Las soluciones permanecieron en la oscuridad durante 30 min y se 
determinó la absorbancia a 425 nm. El resultado se interpoló en una curva de calibración 
elaborada con quercetina dihidrato, a partir de una solución madre de 1 mg/mL. Para el 
cálculo de los flavonoides totales se utilizó la ecuación 3.9: 
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              Ecuación 3.9 
 
donde: 
 %Ft: porcentaje de flavonoides en la muestra de propóleos. 
 mg eq de quercetina/mL: valor interpolado en la curva de calibración. 
 VF: volumen final al que se llevó la alícuota del extracto (mL). 
 Va: volumen de la alícuota de extracto (mL). 
 VE: volumen de extracto (mL). 
 Pp: peso de propóleos (g). 
Los resultados se reportan como el promedio de nueve determinaciones independientes 
(tres para cada extracto) y el IC del 95 %. 
 Espectroscopía de absorción ultravioleta (UV) 
A partir del extracto obtenido para la determinación de compuestos solubles en etanol, se 
realizó una dilución de 1 a 1000 con alcohol etílico y se leyó a 290 nm (longitud de onda 
donde muchos tipos de propóleos absorben). Si la absorbancia es elevada, esto es 0.5 - 0.8 
unidades de absorbancia, se hace un barrido en la región comprendida entre 240 nm y 420 
nm. Si el valor de absorbancia es más alto o más bajo del indicado, se cambia la dilución y 
se realiza el barrido correspondiente. Se considera que los compuestos fenólicos están 
presentes si existen máximos de absorción entre 270 nm y 315 nm (Bedascarrasbure et al., 
2006). 
 Rango de fusión 
El rango de fusión es una constante física común para establecer la pureza de materiales 
sólidos. Para su determinación en las muestras de propóleos, se empleó un fusiómetro 
(Büchi SMP-20) provisto de un termómetro y de un tubo capilar en el que se coloca la 
muestra; ambos fueron calentados en un baño de silicona. Se registró la temperatura de 
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inicio y de finalización de la fusión (Chaillou et al., 2004). Se reportó el resultado como el 
promedio de cinco medidas independientes, más o menos el IC del 95 %. 
 Plomo 
Se empleó el Método II de la USP 38 para la detección de plomo a través de ensayo límite, 
utilizando una cantidad de muestra correspondiente a 10 g, la que se calculó por la 
Ecuación 3.10: 
     Ecuación 3.10 
donde: 
- Pp: peso de propóleos (g) para ejecutar la prueba. 
- L: límite de metales pesados expresado como porcentaje, i.e., 2x10-4 % (2 ppm). 
La muestra de propóleos pesada se transfirió a un crisol y, en campana de extracción, se 
adicionó suficiente ácido sulfúrico para humedecerla e incinerarla lentamente a baja 
temperatura, hasta que se carbonizó por completo. Luego se agregaron 2 mL de ácido 
nítrico y 5 gotas de ácido sulfúrico a la masa carbonizada, se calentó con un mechero 
Bunsen hasta que cesó la producción de humos blancos. La incineración a 500 ºC - 600 ºC 
se llevó a cabo en mufla, hasta que no quedaron restos de materia orgánica (carbón). Se 
permitió el enfriamiento a temperatura ambiente y se adicionaron 4 mL de ácido 
clorhídrico 6 N, se cubrió el crisol y se digirió en un baño de vapor durante 15 min; se 
removió la tapa y se dejó evaporar hasta sequedad. El residuo se humedeció con una gota 
de ácido clorhídrico, se agregaron 10 mL de agua caliente y nuevamente se dejó en 
digestión durante 2 min. Posteriormente se adicionó gota a gota hidróxido de amonio 6 N 
hasta que la solución fue alcalina al papel tornasol. Dicha solución fue diluida a 25 mL con 
agua, se ajustó a un pH entre 3 y 4 con ácido acético 1 N, se filtró a través de papel 
cualitativo Boeco No. 3 y se transfirió cuantitativamente con agua destilada a un tubo de 
comparación de color hasta 40 mL. A la solución anterior se agregaron 2 mL de solución 
amortiguadora de acetato pH 3.5 y 1.2 mL de tioacetamida-glicerina básica SR (Solución 
reactivo). Se diluyó con agua hasta 50 mL. La muestra se dejó en reposo durante 2 min y 
se comparó contra el estándar. 
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Preparación de la solución estándar: se preparó una “Solución madre de nitrato de plomo”, 
disolviendo 159.8 mg de nitrato de plomo en 100 mL de agua a la que se le habrá 
adicionado 1 mL de ácido nítrico. Dicha solución se completó cuantitativamente con agua 
hasta 1 L. El día del ensayo se preparó la “Solución estándar de plomo”, diluyendo 10 mL 
de la “Solución madre de nitrato de plomo” hasta 100 mL; para lograr una concentración 
de 10 μg de plomo/mL de solución. De esta última, se tomaron 2 mL (20 μg de plomo), se 
vertieron en un tubo de comparación de color de 50 mL, se adicionó agua hasta 
aproximadamente 25 mL y se ajustó a un pH entre 3.0 y 4.0 con ácido acético 1 N o 
hidróxido de amonio 6 N. Se procedió de manera análoga a la muestra, llevando el 
estándar hasta 40 mL; se adicionaron 2 mL de solución amortiguadora de acetato pH 3.5, 
1.2 mL de tioacetamida-glicerina básica SR y se diluyó hasta 50 mL. Luego de 2 min se 
comparó el estándar frente a la solución de la muestra. El resultado buscado es que el 
color de la solución de la muestra de propóleos no sea más oscuro que el de la solución del 
estándar. 
 Arsénico 
A través de un tercero contratado (Tecnimicro Laboratorio de Análisis S.A.S.) se 
obtuvieron los análisis correspondientes por Plasma de Acoplamiento Inductivo con 
Espectrometría de Emisión Óptica (ICP-OES), usando para ello el método modificado 
“Standard Methods”, 3120 A, B. Inductively Coupled Plasma (ICP)” (Rice et al., 2012). 
Para la evaluación de la muestra se realizó primero el tratamiento de 0.5 g de muestra con 
digestión ácida por horno microondas (equipo Ethos One del fabricante Milestone), 
llevando a un volumen final de 10 mL. 
Posteriormente se realizó el análisis cuantitativo en el espectrómetro de ICP Icap 7400 
(Thermo Scientific). La fuente de plasma consistió en una corriente de flujo de gas argón 
ionizado por un campo de radiofrecuencia. Este campo fue inductivamente acoplado al gas 
ionizado, por una bobina enfriada con agua que rodea una “antorcha” de cuarzo. La 
muestra se nebulizó en una cámara utilizando gas argón y se transportó hacia el plasma 
donde ocurrieron los fenómenos de atomización, ionización, excitación y decaimiento a 
temperaturas cercanas a 9000 K. En estas condiciones se logró la emisión atómica de 
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manera eficiente. Así, con la ionización de un alto porcentaje de átomos, se produjo un 
espectro de emisión iónica que viajó por el sistema óptico tipo policromador Echelle y 
llegó a un detector en estado sólido CID (Charge Injection Device) que tomó una 
fotografía digital del espectro iónico en donde se resolvieron las líneas espectrales. 
Las señales de las longitudes de onda del espectro de emisión y la curva de calibración se 
monitorearon con el software QTEGRA del Icap 7400. La longitud de onda de análisis 
para el arsénico es 189.042 nm y se utilizaron procedimientos de control de calidad que 
aseguraron los resultados de cada corrida. Así, para ello se verificó el efecto memoria, se 
emplearon blancos del proceso para evaluar posibles contaminantes y se utilizaron 
estándares de verificación de calibración continua. 
3.3.2 Extracción del material lipídico del propóleos 
En la presente tesis se investigó una estrategia para la extracción del material lipídico 
presente en el propóleos, ensayando los métodos Soxhlet, Goldfish y Randall. Para los dos 
primeros se empleó como disolvente n-hexano, mientras que para la extracción por el 
método Randall se usó n-hexano y acetato de etilo. En la Tabla 3.1 se ejemplifican las 
principales condiciones para los métodos evaluados, esto es, duración del ensayo y 
cantidad de muestra requerida. 
Tabla 3.1 Métodos de extracción evaluados. 
Método Tipo de extracción 
Cantidad de material de 
partida (g) 
Duración de la extracción 
(h) 
Soxhlet Semi-continua 2 – 3 4 






 Método Soxhlet: se basa en una extracción semi-continua. Así, el solvente se acumula 
en la cámara de extracción de 5 a 10 min, impregnando la muestra, para luego hacer un 
sifón y regresar al matraz de ebullición. En general, se recomienda secar la muestra 
antes de realizar la extracción de la materia grasa; haciendo imperativa la remoción de 
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humedad si la muestra contiene más del 10 % de agua (Min y Ellefson, 2010). En la 
Figura 3.1 se presenta el montaje usado para la extracción de los componentes del 
propóleos, donde se identifica el condensador, el tubo Soxhlet, el dedal, la muestra, el 
brazo del sifón, el matraz de ebullición, el solvente y la placa calefactora.  
Figura 3.1 Montaje del método Soxhlet (adaptado de Min y Ellefson 2010). 
 
Inicialmente, el balón de fondo plano se dejó en una estufa (Heraus Instruments) a una 
temperatura de 105 ºC durante 1 h, después de lo cual se trasladó a un desecador y se 
pesó al alcanzar temperatura ambiente. En el matraz se adicionó una cantidad 
suficiente de disolvente para realizar tres sifones. Así mismo, se pesaron de 2.0 g a 3.0 
g de propóleos en un dedal de extracción pre-secado (que permite el flujo rápido de 
solvente) y se ubicó dentro del tubo Soxhlet. Se ensambló el matraz de fondo plano 
(con el solvente), el tubo Soxhlet (con el dedal) y el condensador (ANVISA, 2010; 
Min y Ellefson, 2010). 
La extracción se realizó en el extractor Soxhlet a una velocidad de cinco a seis gotas 
por segundo durante 4 h. Al terminar la extracción, se secó el matraz de fondo plano en 
una estufa de aire caliente a 105 ºC durante 1 h, se enfrió en el desecador y se pesó 
(ANVISA, 2010; Min y Ellefson, 2010). 
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 Método Goldfish: corresponde a una extracción de forma continua (Figura 3.2), donde 
el solvente que está en el matraz entra en ebullición, se volatiliza, se condensa y fluye 
a través de la muestra que está dentro del dedal. El contenido lipídico de la muestra se 
extrajo de forma análoga a la previamente descrita en el método Soxhlet. La 
extracción se llevó a cabo durante 4 h a una velocidad de condensación de cinco a seis 
gotas por min (Min y Ellefson, 2010). 
 















- % Ex: porcentaje de extracción. 
- Bf: peso final del balón de 250 mL contiendo el material extractable (g). 
- Bi: peso inicial del balón de 250 mL (g). 
- Pp: peso de la muestra de propóleos (g). 
Los resultados se reportan como el promedio de dos determinaciones independientes y 
el IC del 95 %. 
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 Método Randall: para la extracción del material lipídico del propóleos por este método, 
se utilizó la Unidad Extractora de Solventes Velp Scientifica SER 148 (la 
representación esquemática se presenta en la Figura 3.3), programando la temperatura 
para la placa de calentamiento a 130 ºC para n-hexano y de 190 ºC para acetato de 
etilo. El tiempo de inmersión programado fue 60 min, el de lavado fue de 50 min y el 
de recuperación de 10 min. 








de la posición 
del dedal
 





- % Ex: porcentaje de extracción. 
- Vf: peso final del vaso de extracción de 150 mL contiendo el material 
extractable (g). 
- Vi: peso inicial del vaso de extracción de 150 mL (g). 
- Pp: peso de la muestra de propóleos (g). 
 
Los resultados se presentan como el promedio de dos determinaciones independientes y 
el IC del 95 %. 
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Las muestras extraídas fueron codificadas a través de una abreviatura que está 
compuesta por tres elementos: el tipo de propóleos (PrS o PJB), el solvente con el que 
se hizo la extracción [n-hexano (H) o acetato de etilo (EtAc)] y una letra final que 
indica el método de extracción empleado, para este caso, corresponde a una letra “R” 
(método Randall). Considerando lo anterior, la Tabla 3.2 resume la codificación del 
material lipídico extraído y su significado. 
Tabla 3.2 Codificación utilizada para el material extraído por el método Randall. 
Abreviatura Significado 
PrJB_EtAc_R 
Material extraído de PrJB, usando EtAc y 
el método Randall 
PrJB_H_R 
Material extraído de PrJB, usando n-
hexano y el método Randall 
PrS_EtAc_R 
Material extraído de PrS, usando EtAc y 
el método Randall 
PrS_H_R 
Material extraído de PrS, usando n-
hexano y el método Randall 
3.3.3 Caracterización del material extraído del propóleos 
Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de la tesis busca una aproximación a la 
caracterización, identificación y estudio de los principales grupos funcionales presentes en 
el material extraído del propóleos, se recurrió a técnicas de análisis tales como 
cromatografía en capa delgada (TLC), calorimetría diferencial de barrido, espectroscopía 
infrarrojo, difracción de rayos X, resonancia magnética nuclear y cromatografía de gases 
acoplada a masas. El material caracterizado fue el obtenido por el método de extracción de 
Randall. 
La calorimetría diferencial de barrido (DSC 1 STARe System – Mettler Toledo) se realizó 
bajo atmósfera inerte (flujo de nitrógeno: 50 mL/min), usando crisoles de aluminio de 40 
μL sin pin y sin agujero en la tapa. El método utilizado consistió en un segmento inicial 
isotérmico de −20 ºC durante 2 min, seguido por el aumento de la temperatura de −20 ºC a 
80 ºC a una velocidad de calentamiento de 5 ºC/min, manteniendo un segmento isotérmico 
de 80 ºC durante 2 min y terminando con un ciclo de enfriamiento de 80 ºC a −20 ºC a una 
velocidad de 5 ºC/minuto. 
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La espectroscopía de infrarrojo (IR, IRAffinity-1 FT-IR Shimadzu) se realizó preparando 
tabletas de bromuro de potasio (KBr). Para cada muestra se ejecutaron 45 escaneos, con 
una resolución de 4 cm-1 y un barrido desde 400 cm-1 hasta 4000 cm-1. 
La cristalinidad del material extraído del propóleos se evaluó a través de difracción de 
rayos X (XRD, X’PertPRO PANalytical). Se usó como fuente de radiación CuKα y las 
muestras fueron escaneadas de 10 º a 80 º 2θ, con una velocidad angular de escaneo de 
2ºθ/min, un tamaño de paso de 0.026 º, a un voltaje de operación de 45 kV y una corriente 
de 40 mA. 
Para los análisis de las muestras por resonancia magnética nuclear protónica (1H NMR, 
Nuclear Magnetic Resonance) se utilizó el equipo Bruker Advance 400. Se realizaron las 
pruebas de correlación bidimensional 13C y 1H a un enlace HMQC (Heteronuclear 
Multiple Quantum Coherence) y a larga distancia HMBC (Heteronuclear Multiple Bond 
Coherence) para el material extraído del propóleos en EtAc por el método Randall. Para la 
preparación de las muestras se pesaron aproximadamente 20 mg de extracto seco, que 
fueron disueltos en cloroformo deuterado y transferidos a un tubo NMR. 
La cromatografía de gases acoplada a masas (GC/MS, Gas Chromatography–Mass 
Spectrometry) se llevó a cabo en un cromatógrafo de gases TRACE 1300 acoplado a 
espectrómetro de masas de cuadrupolo simple ISQ QD Thermo Scientific, con un 
automuestrador automático AI 1310 Thermo Scientific. Se empleó una columna R−1 de 30 
cm, 0.25 mm ID y una película de grosor 0.25 μm. La temperatura de inyección fue 210 
°C y la cantidad de muestra inyectada fue 1 μL. Se usó un split 1:20. El programa de 
temperatura para el horno fue: 50 °C sostenidos durante 0.2 min, una rampa de 10 °C/min 
hasta 300 °C, donde se mantuvo por 1 min; el programa terminó a los 26.2 min. El gas 
cargador (He) tuvo una velocidad de flujo constante de 1.5 mL/min. La temperatura de la 
línea de transferencia fue de 310 °C. La temperatura de fuente iónica MS se estableció en 
230 °C. El modo de ionización fue por impacto electrónico. El rango de escaneo se fijó 
entre 50 - 600 m/z, con un tiempo de escaneo de 0.2 seg, para un tiempo total de 3.0 min. 
Se pesaron 15 mg de muestra y se disolvieron en EtAc. El software utilizado fue 
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ChromeleonTM 7.2 y para cotejar los resultados se usó la información de la base de datos 
NIST MSMS2. 
3.3.4 Preparación de las partículas lipídicas 
De acuerdo con las investigaciones desarrolladas previamente en el Grupo de 
Investigación en Diseño y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos, se realizó la 
preparación de las partículas lipídicas utilizando una modificación al método de 
emulsificación-difusión propuesto por Quintanar-Guerrero et al. (2005). Para tal fin, 
inicialmente se saturaron mutuamente el solvente orgánico (acetato de etilo) y el agua, 
durante mínimo 30 min, para alcanzar el equilibrio termodinámico entre ambos líquidos. 
Como lo exige el método, se prepararon dos soluciones (fases), una orgánica y la otra 
acuosa. Para la fase orgánica se pesaron alrededor de 100 mg del material extraído del 
propóleos por el método Randall (extracción realizada con EtAc o con n-hexano) y se 
dispersaron en 10 mL del solvente orgánico saturado previamente en agua (Ika® C-Mag 
HS 7; 500 rpm, temperatura ambiente). Dicha dispersión se filtró a través de papel de filtro 
Whatman No. 3. La fase acuosa consistió en una solución del agente estabilizante en 40 
mL de agua saturada con EtAc. La fase orgánica se adicionó a la fase acuosa y se 
emulsificó a elevada fuerza de corte (Ultra-Turrax® T18 IKA®; 11200 rpm, 5 min). La 
emulsión obtenida se adicionó rápidamente bajo agitación (Ika® C-Mag HS 7, 500 rpm), a 
250 mL de agua destilada. Las partículas lipídicas se formaron inmediatamente, gracias a 
la difusión del solvente desde la fase orgánica hacia la fase acuosa. Finalmente, el EtAc y 
parte del agua fueron retirados por evaporación a presión reducida (Heidolph Hei-VAP 
Precision, 130 rpm, 40 ºC) hasta un volumen final de 80 mL. 
Las condiciones más adecuadas para lograr el menor tamaño de partícula, la menor 
polidispersidad y el mayor porcentaje de área de la señal principal (relacionada con la 
obtención de distribuciones de tamaño de partícula monomodales), fueron establecidas a 
partir de un diseño estadístico experimental del tipo Plackett-Burman de 12 experimentos 
(Anexo 1); en donde se investigaron los efectos a dos niveles del agente estabilizante 
(PVA o PLX), de otros lípidos adicionados (CCT o aceite de ajonjolí), y del tiempo y de la 
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velocidad de emulsificación (Tabla 3.3). Los resultados del diseño fueron procesados 
empleando el software Statgraphics Centurion V17.1.02. 






PVA 2.5 % 5.0 % 
PLX 2.5 % 5.0 % 
CCT 0 mg 10 mg 
Aceite de ajonjolí 0 mg 10 mg 
Tiempo de emulsificación 5 min 10 min 
Velocidad de emulsificación 11200 rpm 15600 rpm 
 
Las partículas lipídicas obtenidas, luego de determinar la formulación más adecuada según 
el diseño estadístico experimental, fueron codificadas de forma análoga a como se explicó 
para el material extraído del propóleos por el método Randall (Tabla 3.2). En síntesis, la 
abreviatura está compuesta por tres elementos: el tipo de propóleos de partida (PrS o PJB), 
el solvente con el que se hizo la extracción del material proveniente del propóleos [n-
hexano (H) o acetato de etilo (EtAc)], y la sigla NLC (transportadores lipídicos 
nanoestructurados). Así por ejemplo, si en el documento aparece la abreviatura 
PrJB_EtAc_NLC, se refiere a los NLC preparados a partir de PrJB_EtAc_R, i.e., el 
material lipídico extraído por el método Randall de PrJB usando EtAc. 
 Caracterización de las partículas lipídicas 
Las partículas lipídicas obtenidas aplicando la formulación deducida del diseño estadístico 
experimental de Plackett-Burman fueron caracterizadas respecto a su tamaño e índice de 
polidispersidad (PDI) por el método de dispersión de luz dinámica (Zetasizer Nano ZS, 
Malvern®) y con relación a su potencial zeta mediante velocimetría láser Doppler 
utilizando el mismo equipo. 
Así, para la determinación del tamaño de partícula e índice polidispersidad se tomó la 
suspensión acuosa diluida de partículas y se programó el equipo (Zetasizer Nano ZS, 
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Malvern®) para hacer cinco mediciones por muestra y cinco corridas por medición, con 
una duración de 10 seg por corrida a una temperatura de 25 ºC y un ángulo de 173º. Para la 
medición del potencial zeta, se preparó una dispersión diluida de partículas en cloruro de 
sodio 1 mM. Se realizaron cinco mediciones por muestra y diez corridas por medición, con 
una duración de 10 segundos por corrida, a una temperatura de 25 ºC. 
En adición, a las dispersiones de partículas lipídicas a base del material extraído con EtAc 
del propóleos (i.e. las dispersiones PrS_EtAc_NLC y PrJB_EtAc_NLC), se les evalúo la 
estabilidad durante 45 días, haciendo lecturas de tamaño de partícula y potencial zeta con 
intervalos de 15 d ± 1 d. Las muestras se almacenaron en envases de vidrio transparentes a 
temperatura ambiente de 18 ºC ± 3 ºC y en la estufa a 40 ºC ± 1 ºC (Jouan IG150). 
Adicionalmente, a través de una metodología modificada a partir del trabajo de 
Avgoustakis et al. (2003), se evalúo la estabilidad coloidal de las partículas lipídicas 
PrJB_EtAc_NLC frente a la presencia de electrolitos. Para este ensayo de agregación 
inducida con sulfato de sodio, se tomaron 250 μL de dispersión de partículas y se 
adicionaron sobre 2.5 mL de soluciones de sulfato de sodio de concentraciones diferentes 
desde 0 M a 1 M, incubadas a 37 ºC ± 1 ºC en un baño maría bajo agitación constante (100 
rpm; plancha de calentamiento Ika® C-Mag HS, 2102). Transcurridos 10 minutos se 
determinó visualmente la concentración crítica de coagulación, i.e., aquella concentración 
de Na2SO4 que induce la agregación de las partículas y hace imposible su redispersión. 
Finalmente, las partículas preparadas fueron observadas a través de microscopía 
electrónica de barrido (SEM, Tescan Vega 3), para lo cual se recubrió con oro el 
liofilizado correspondiente a las partículas PrJB_EtAc_NLC. 
 Aproximación a la composición química de las partículas lipídicas 
Complementando la evaluación realizada sobre el material de partida, se buscó la 
aproximación a la identificación y estudio de los principales grupos funcionales de las 
partículas lipídicas (PrS_EtAc_NLC, PrS_H_NLC, PrJB_EtAc_NLC, PrJB_H_NLC) y se 
evaluaron sus características cristalinas empleando las mismas técnicas de análisis 
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descritas para el material extraído del propóleos, i.e., cromatografía en capa delgada, 
espectroscopía infrarrojo, calorimetría diferencial de barrido, difracción de rayos X y 
resonancia magnética nuclear. 
Las muestras evaluadas para la caracterización fueron aquellas a las que se les eliminó el 
solvente de las dispersiones de las partículas lipídicas por secado (40 ºC; 72 h; estufa 
Jouan IG150) o por liofilización. En este último caso, se retiró el disolvente EtAc a través 
de destilación a presión reducida (Heidolph Hei-VAP Precision, 130 rpm, 40 ºC), se 
dispuso en frascos de vidrio la dispersión resultante y se llevó a congelación (nevera 
Daewoo). Las muestras congeladas se liofilizaron durante mínimo 48 h (Labconco, Freeze 
drying/Shell Freeze drying). 
Igualmente se investigó la influencia del CCT cuando se emplea en la preparación de las 
partículas lipídicas a base del material lipídico extraído del propóleos. Con este fin se 
disolvió el material de partida en EtAc, se filtró (Whatman No. 3), se adicionaron 10 mg 
de CCT y se llevó a sequedad a 40 ºC. Dicho material se corrió por DSC con la misma 
técnica descrita para el material extraído del propóleos. 
Para los análisis de las muestras por 1H NMR se pesaron 20 mg del liofilizado de 
partículas lipídicas (PrS_EtAc_NLC, PrJB_EtAc_NLC), se dispersaron en cloroformo 
deuterado y el sobrenadante se transfirió a un tubo NMR. 
 Evaluación de la citotoxicidad in vitro de las partículas lipídicas 
La seguridad de los NLC fue evaluada de forma preliminar en aquellas dispersiones de 
partículas lipídicas preparadas a partir de material extraído del propóleos con EtAc usando 
el método Randall (PrS_EtAc_NLC y PrJB_EtAc_NLC). Se realizaron los ensayos in vitro 
en líneas celulares de fibroblastos murinos y queratinocitos epidérmicos humanos en un 
laboratorio externo a la Universidad Nacional de Colombia (Belcorp, Colombia). 
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 Citotoxicidad en fibroblastos 3T3/Balb-c medida a través de la captación del 
colorante rojo neutro.  
 
Se utilizaron células en fase exponencial de crecimiento, que fueron cultivadas en el 
laboratorio y sembradas en placas de 96 pozos en una densidad de 1.5x104 
células/pozo, con medio de cultivo suplementado (DMEM + 5 % SFB y 1 % AB). Se 
dejaron adherir en un tiempo de 20 h ± 4 h, para luego inspeccionarlas por microscopía 
y reemplazarles el medio por uno fresco. Posteriormente se adicionaron los 
tratamientos (partículas lipídicas en suspensión concentradas hasta un volumen de 30 
mL), y la placa se llevó a una cámara de incubación a 37.0 ºC ± 0.5 ºC, atmósfera de 
dióxido de carbono del 5 % y humedad relativa de 65 % ± 5 %. Tras 24 h ± 2 h de 
incubación se observaron las células por microscopía invertida para evaluar los 
posibles daños o cambios en la morfología celular. A la placa se le retiraron los 
tratamientos, se le adicionó colorante rojo neutro y las células fueron nuevamente 
incubadas durante 3 h ± 0.5 h, bajo las condiciones previamente expuestas. A 
continuación se realizó la extracción del colorante remanente y se cuantificó 
espectrofotométricamente a 550 nm la cantidad de colorante presente fuera de la 
célula. Esta técnica se fundamenta en el hecho que el rojo neutro es un colorante que 
penetra con rapidez la membrana celular por difusión no iónica, acumulándose 
especialmente dentro de los lisosomas. Los cambios celulares ocasionados por los 
tratamientos, e.g. la dispersión de partículas lipídicas, hacen que las células pierdan su 
capacidad de incorporar y unir las moléculas de rojo neutro (Repetto et al., 2008). Para 
el estudio se evaluaron ocho concentraciones de colorante comprendidas en el rango 
entre 50 ppm y 2000 ppm. 
 
Las absorbancias obtenidas se relacionaron con los controles de crecimiento, 
determinando los valores de supervivencia celular en porcentaje y construyendo una 
curva de porcentaje de respuesta (supervivencia) versus concentración de la 
formulación ensayada. Se realiza un análisis de regresión no lineal para obtener los 
valores de las concentraciones efectivas EC90 (relacionada con la potencia de 
actividad) y EC50 (define el grado de actividad sobre el sistema celular en estudio). 
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Para clasificar el efecto irritante de las dispersiones de partículas lipídicas se tuvieron 
en cuenta los parámetros definidos por laboratorios Belcorp (2012) (Tabla 3.4), 
adaptados de aquellos presentados en los protocolos Invittox (ECVAM, 2002, 1992). 
La máxima dosis tolerada (HTD, Highest Tolerated Dose) es un parámetro 
determinado a través de observación microscópica, que representa la concentración 
que causa solamente los mínimos cambios morfológicos comparados con los cultivos 
control. Por su parte, el parámetro EC90 es la concentración del agente evaluado que 
produce el 90 % de la absorbancia del rojo neutro, comparado con los pozos control 
que se toman como el 100 % (Borenfreund y Puerner, 1985). 
 
Tabla 3.4 Clasificación general de los irritantes para la prueba de captación de rojo neutro. 
Valor EC90 (ppm) 
Valor HTD (dosis máxima 
tolerada) (ppm) 
Clasificación 
Mayor a 500 ppm 
Mayor a 200 ppm Irritante mínimo 
Menor a 200 ppm 
Irritante ligero 
Entre 200 ppm y 500 ppm 
Mayor a 100 ppm 
Menor a 100 ppm Irritante ligero – moderado 
Entre 100 ppm y 200 ppm 
Mayor a 50 ppm 
Irritante moderado Menor a 50 ppm 
Entre 50 ppm y 100 ppm 
Mayor a 25 ppm 
Menor a 25 ppm Irritante severo 
Menor a 50 ppm 
 
 Citotoxicidad en líneas celulares establecidas de queratinocitos epidermales 
modificados humanos usando MTT (bromuro de 3 -(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol). 
 
Esta técnica se fundamenta en la medición de la viabilidad celular a través de la 
reducción metabólica del sustrato MTT de color amarillo pálido, por la enzima 
mitocondrial succinato-deshidrogenasa, que produce formazán, un compuesto azul 
oscuro (Mosmann, 1983). Para evaluar el potencial irritante de las dispersiones de 
partículas lipídicas, se emplearon células en fase exponencial de crecimiento, que 
fueron obtenidas de los cultivos cotidianos del laboratorio y sembradas en placas de 96 
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pozos con una densidad de 5x103 células/pozo en un medio de cultivo suplementado 
(DMEM + 10 % SFB y 1 % AB). Se permitió su adherencia durante 20 h ± 4 h, 
observándolas luego por microscopía y se reemplazó el medio de cultivo por uno 
fresco. Los tratamientos fueron adicionados (partículas lipídicas en suspensión 
concentradas hasta un volumen de 30 mL), se inició el tiempo de incubación de la 
placa a 37.0 ºC ± 0.5 ºC, atmósfera de dióxido de carbono del 5 % y humedad relativa 
de 65 % ± 5 %. Trascurridas 24 h ± 2 h de exposición a los tratamientos, se observó 
por microscopía invertida para evaluar los posibles daños o cambios en la morfología 
celular. Los tratamientos fueron retirados, se adicionó colorante MTT y se incubaron 
las células durante 2 h ± 0.5 h, bajo las condiciones previamente expuestas. A 
continuación, se realizó la extracción de los cristales de formazán producidos en 
isopropanol y se cuantificaron por espectrofotometría a 575 nm. Se evaluaron ocho 
concentraciones de colorante incluidas en un rango de 50 ppm a 2000 ppm. 
 
Las absorbancias obtenidas se relacionaron con los controles de crecimiento, 
determinando los valores de supervivencia celular en porcentaje, y construyendo una 
curva donde en la ordenada se tiene al porcentaje de respuesta (supervivencia) y en la 
abscisa está la concentración de la formulación ensayada. Se realiza un análisis de 
regresión no lineal para obtener los valores EC90 (relacionado con la potencia de 
actividad) y EC50 (que define el grado de actividad sobre el sistema celular en estudio). 
3.3.5 Incorporación de aceite del árbol de té (TTO) en partículas 
lipídicas a base de material extraído de propóleos 
Utilizando la formulación definida previamente, se investigó la incorporación del TTO en 
las partículas lipídicas. Para tal fin se evaluaron diferentes concentraciones de este activo, 
que se adicionaron directamente a la fase orgánica o a través de la preparación de una 
mezcla con CCT (al 32 % p/p de TTO). En este último caso, se adicionaron 15 mg de la 
mezcla CCT y TTO a la fase orgánica filtrada. Las partículas obtenidas fueron 
caracterizadas como se ha descrito. Para su codificación, se siguió un patrón similar al 
expuesto para las partículas lipídicas preparadas sin inclusión de aceite. Así, la abreviatura 
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para las partículas con adición de TTO está compuesta por: el tipo de propóleos de partida 
(PrS o PrJB), el disolvente usado para la extracción [n-hexano (H) o acetato de etilo 
(EtAc)], la sigla NLC, la referencia a la inclusión de TTO y la indicación que se añadió 
determinada cantidad de una mezcla de CCT y TTO [Mix_15 (i.e. 15 mg de mezcla fueron 
añadidos)]. Un ejemplo de la codificación para la dispersión de partículas preparadas con 
el material extraído de PrJB con n-hexano y con adición de 15 mg de la mezcla de CCT 
(68 % p/p) y TTO al (32 % p/p) es PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15. 
La presencia de activo se siguió por TLC, usando como fase estacionaria cromatofolios 
TLC Silica Gel 60 F 254 (Merck Millipore), y por IR (tabletas de KBr y ATR –Specac). 
Para los ensayos de TLC y de IR se eliminaron los disolventes por secado (40 ºC; 72 h; 
estufa Jouan IG150) o por liofilización. En este último caso, se siguió el mismo 
procedimiento indicado para las dispersiones de partículas lipídicas. Igualmente, se 
hicieron ensayos de extracciones sucesivas con EtAc de las dispersiones de partículas 
preparadas y se siguieron a través de TLC para verificar la posible inclusión de TTO. En 
adición, las muestras secas se evaluaron por calorimetría diferencial de barrido (DSC 1 
STARe System – Mettler Toledo) y análisis termogravimétrico (TGA 1 STARe System – 
Mettler Toledo). El programa DSC fue el mismo empleado para el material lipídico en el 
numeral 3.3.3. Por su parte, el TGA se realizó en atmósfera inerte de nitrógeno a un flujo 
de 50 mL/min, programando el calentamiento desde 25 ºC hasta 900ºC, a una velocidad de 
10 ºC/min. 
Adicionalmente, se realizaron las pruebas de citotoxicidad en fibroblastos 3T3/Balb-c y en 
queratinocitos humanos, tal como se indicó para las partículas sin adición de TTO en el 
apartado 3.3.4, en una dispersión de partículas preparadas utilizando el material extraído 
PrS_EtAc_R y 15 mg de la mezcla CCT (68 % p/p) y TTO al (32 % p/p). Esta muestra se 
codificó como PrS_EtAc_NLC_TTO_Mix_15. 
3.3.6 Preparación de geles con inclusión de partículas lipídicas 
Con el fin de verificar la posible aplicación de las partículas lipídicas en el diseño de 
productos farmacéuticos y cosméticos, se continuó con la investigación adelantada en el 
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grupo GIDECA –Grupo de investigación en desarrollo y calidad de productos 
farmacéuticos y cosméticos–, sobre estos sistemas y su formulación (Cristancho, 2014; 
Galeano, 2015). La estrategia investigada en esta tesis fue la preparación de geles 
empleando como agente gelificante un producto comercial a base de carboximetilcelulosa 
sódica y celulosa microcristalina (Vivapur® MCG). Igualmente se realizaron ensayos con 
inclusión de croscarmelosa sódica (3 %). Para tal fin, a una cantidad de 25 mL de 
dispersión concentrada de partículas lipídicas (PrJB_EtAc_NLC), se le adicionaron de 
forma cuantitativa y progresiva, diferentes cantidades de gelificante hasta lograr la 
consistencia deseada. Con el propósito de favorecer la estabilidad de las partículas 
dispersas en el gelificante, se exploró la posibilidad de liofilizar los geles siguiendo el 
mismo procedimiento indicado para las dispersiones de partículas lipídicas (Labconco, 
Freeze drying/Shell Freeze drying). Finalmente, se probó el tamaño de partícula de los 
geles a través del equipo ZetaSizer Nano ZS. 
A los geles obtenidos se les hizo seguimiento visual durante un mes, con una frecuencia de 
observación de 7 d ± 1 d, buscando identificar cualquier modificación en su apariencia o 
evidencia de inestabilidad. Este estudio de estabilidad se desarrolló en tres condiciones 
distintas: refrigeración (4 ºC ± 1 ºC; nevera Daewoo), temperatura ambiente (18 ºC ± 3 ºC) 
y estufa (40 ºC ± 1 ºC; Jouan IG150). En adición, se determinó el tamaño de partícula en 
las dispersiones gelificadas y se caracterizaron por DSC al inicio y al final del estudio, 
utilizando las mismas condiciones descritas para caracterizar el material extraído del 
propóleos y las partículas. 
Los geles preparados, con y sin inclusión de partículas, fueron sometidos a evaluación 
sensorial. Para estas pruebas el tipo de dispersión de partículas lipídicas empleadas como 
“fase acuosa” fue PrJB_EtAc_NLC. El panel sensorial estuvo compuesto por 20 sujetos a 
los que se les dieron instrucciones acerca de la prueba y los criterios de evaluación. La 
prueba sensorial se llevó a cabo en tres momentos: antes, durante y después de la 
86 Evaluación del propóleos como material de partida para la preparación de 
partículas sólidas lipídicas 
 
aplicación del producto. Antes de aplicarlo se evaluaron la pegajosidad2, el olor y la 
apariencia; durante la aplicación se midió la sensación de humedad, el esparcimiento3 y la 
absorción4; finalmente, tras aplicarlo se calificó el brillo5, la pegajosidad6, el 
deslizamiento7, la sensación de residuo8, la suavidad9, la sensación de oleosidad10, la 
sensación de grasitud11 y la sensación de cerosidad12. Los resultados fueron graficados en 
un diagrama radial y para su comparación se determinó el área correspondiente para cada 
formulación, a través del cálculo individual de las áreas de los triángulos que la componen, 
usando para ello la fórmula de Herón. Las áreas se normalizaron respecto al área de la 
formulación que contenía únicamente el agente gelificante. 
                                               
 
 
2 Pegajosidad: fuerza requerida para separar los dedos que contienen el producto.  
3 Esparcimiento: facilidad de movimiento de un producto sobre la piel. 
4 Absorción: número de movimientos a partir de los cuales se percibe que el producto ha sido absorbido. 
5 Brillo: cantidad o grado de luz reflejada por la piel. 
6 Pegajosidad: fuerza requerida para separar los dedos de la piel donde se realizó la aplicación del producto. 
7 Deslizamiento: facilidad con la que los dedos se deslizan por la piel. 
8 Sensación de residuo: estimación cualitativa de la cantidad de producto que permanece sobre la piel. 
9 Suavidad: sensación de uniformidad de la superficie de la piel. 
10 Sensación de oleosidad: sensación de líquido no húmedo que deja residuo. 
11 Sensación de grasitud: residuo de gel escurridizo. 
12 Sensación de cerosidad: residuo seco similar a ceras o partículas. 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
En la presente investigación se evalúo la factibilidad de preparar sistemas particulados 
lipídicos a partir de material ceroso extraído de propóleos, con el propósito de darle un 
valor agregado a este producto de la colmena e innovar en la preparación de este tipo de 
transportadores, cuya aplicación e investigación en el campo farmacéutico y cosmético es 
de reconocido impacto (Asawale et al., 2014). De este modo, primero se efectúo el control 
de calidad de las dos muestras de propóleos utilizadas y se exploró la técnica más idónea 
para la extracción y obtención del material lipídico. Dicho material extraído fue empleado 
en la preparación de las partículas utilizando un diseño estadístico experimental, para 
encontrar la formulación y las condiciones de proceso más adecuadas. Igualmente, se 
probó el atrapamiento de aceite de árbol de té por parte de estos transportadores y su 
vehiculización en una formulación tipo gel. En adición, el trabajo desarrollado permitió 
avanzar en la determinación de la composición química global de los lípidos y de las 
partículas obtenidas a partir de ellos. 
4.1 Control de calidad de los propóleos 
En el mundo existen cerca de 25000 especies de abejas (IBRA, 2008), de las cuales se 
estima que cerca de 1000 producen propóleos (Pereira et al., 2003). Por su parte, Vélez-
Ruiz (2009) reporta que en Colombia existen 604 especies de abejas identificadas. Durante 
esta investigación se trabajó con dos muestras de propóleos extraídas de colmenas de 
especies de abejas diferentes, Tetragonisca angustula y Apis mellifera; las que a su vez 
provenían de dos orígenes botánicos distintos: Jardín Botánico de Medellín (Antioquia; 
altitud 1.486 m.s.n.m.) y Confines (Santander; altitud 1.498 m.s.n.m), respectivamente. 
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En Colombia hay cerca de 120 especies de abejas sin aguijón, siendo Tetragonisca 
angustula (Latreille, 1811) la más común (Nates-Parra y Rosso-Londoño, 2013) y de uso 
extendido en la meliponicultura de Latinoamérica (Cortopassi-Laurino et al., 2006). En 
nuestro país se conoce popularmente como abeja “angelita” y se distribuye ampliamente 
en el territorio nacional por debajo de los 1800 m.s.n.m. Esta especie de abeja sin aguijón 
utiliza para su supervivencia fuentes botánicas diversas que incluyen familias de plantas 
tales como Asteraceae, Fabaceae, Malvaceae, Rubiaceae, Melastomataceae y 
Euphorbiaceae (Obregón et al., 2013). Las abejas sin aguijón son polinizadores naturales 
de la flora de la región neotropical y, dentro de las ventajas para su cría están su fácil 
domesticación, menor agresividad con los seres humanos, ayuda para la conservación de la 
biodiversidad y resistencia a plagas y enfermedades que afectan a las abejas con aguijón 
(Heard, 1999). 
Por su parte, Apis mellifera es la especie de mayor aprovechamiento económico en el 
mundo, sobre todo para asuntos relacionados con la polinización de cultivos y la 
producción de miel (van Veen, 2014). Tendencia a la que Colombia no escapa, 
particularmente desde el proceso de africanización que atravesó el país a finales de 1970 
(Salamanca Grosso, 2009), consecuencia del fenómeno iniciado en Brasil en 1956, cuando 
se introdujo esta especie (Gupta et al., 2014). 
La composición química del propóleos depende de factores como la diversidad vegetal 
circundante, la época del año en que se recolecte, las especies de abejas, el método de 
extracción, la iluminación, la altitud y las actividades paralelas de las zonas vecinas (de 
Groot, 2013). De allí la importancia de conocer la procedencia del propóleos crudo, porque 
a priori es posible suponer que las dos muestras tendrán diferencias en composición. 
Como se observa en la Tabla 4.1 las muestras de propóleos empleadas en la presente 
investigación no satisfacen los estándares de calidad definidos por las normativas de 
referencia (Brasil y Argentina). Sin embargo, el concepto que se emita al respecto no debe 
ser inflexible, porque para ello se requeriría que en Colombia existiese una normativa que 
considerara la diversidad biológica del país y sus condiciones geográficas particulares. En 
efecto, las legislaciones en este tema están basadas en los propóleos de cada región, que 
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son obtenidos mayoritariamente de las colmenas de abejas de mayor difusión comercial, 
como es el caso de Apis mellifera (Pereira et al., 2003). Factor que explica por qué el 
propóleos de Confines (Santander) cumple mejor algunas de las especificaciones 
requeridas (e.g. índice de oxidación). 
 Cenizas. 
El ensayo de cenizas, que para ambas muestras está dentro del límite estipulado, representa 
el contenido mineral del propóleos y es un criterio que puede indicar su posible 
adulteración, sobre todo para muestras de propóleos que se comercialicen en polvo 
(Woisky, 1996). Las cenizas se relacionan con el contenido de impurezas mecánicas (i.e. 
masa mecánica o cuerpos extraños), debido a que son indicadores directos de la 
recolección y la manipulación del propóleos. 
 Masa mecánica o cuerpos extraños. 
Los cuerpos extraños están presentes per se en el propóleos, porque pueden introducirse 
durante en la recolección de los exudados resinosos de las plantas, que las abejas 
humedecen con la lengua y los convierten en pellets con ayuda de las patas; dichos 
agregados son llevados desde la boca a través del pelo de la tibia y se depositan en la 
corbícula (Gençay Çelemli, 2013). Igualmente, durante la recolección de este producto de 
la colmena por parte de los apicultores, se pueden incorporar elementos adicionales como 
tierra o restos de material vegetal. Así, los eventos básicos asociados a la elaboración y 
recolección del propóleos, repercuten en la calidad final del producto. 
 Compuestos fenólicos, flavonoides e índice de oxidación. 
Los compuestos fenólicos son los principales responsables de la actividad biológica del 
propóleos y comprenden flavonoides y ácidos fenólicos con sus ésteres (Bedascarrasbure 
et al., 2004). Para determinar el contenido de fenoles totales se empleó el método de Folin-
Ciocalteu, donde el reactivo molibdotungstato fosfórico oxida los fenolatos presentes (que 
han sido favorecidos por el medio alcalino) y da origen a un complejo azul que es 
cuantificado (Singleton y Rossi, 1965; Slinkard y Singleton, 1977). 
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Tabla 4.1 Ficha de control de calidad de los propóleos en estudio. 
Nombre de la 
prueba 
Método de ensayo 
Rango establecido como 
aceptable 
Resultado PrS3 Resultado PrJB4 
Olor Organoléptico 




Amarillo, pardo, verdoso, 
rojizo, marrón y otros 
Marrón oscuro Marrón oscuro 
Sabor Organoléptico 
Característico: de suave 







Organoléptico Maleable a rígido Rígido Rígido 




Máximo 8 %1; máximo 
10%2 
1.8 % ± 0.1 % 5.20 % ± 0.3 % 
Cenizas Gravimétrico Máximo 5 %1,2 0.8 % ± 0.1 % 1.2 % ± 0.3 % 





Máximo 40 %1; 
Máximo 25 %2 





Máximo 25 %1; 
Máximo 40 %2 






Mínimo 35 %1; 
Mínimo 30 %2 






5Mínimo 35 %1; 
5Mínimo 30 %2 










Mínimo 5 % (expresados 
como ácido gálico)1,2 
3.0 % ± 0.3 % 2.9 % ± 0.3 % 
TEAC Espectrofotométrico 
Expresados como mmol 
trolox/g de muestra 
0.4  ± 0.1   0.5  ± 0.1 





Señales características de 
las principales clases de 
flavonoides entre 200 y 400 
nm1, 270 y 315 nm2 
Máximo de 
absorción: 284 nm 
Máximo de 
absorción: 281 nm 
Rango de fusión Fusiómetro  58 ºC - 64 ºC 58 ºC - 67 ºC 
Plomo Ensayo límite Máximo 2.0 mg/Kg2 < 2.0 mg/Kg < 2.0 mg/Kg 
Arsénico ICP - OES Máximo 1.0 mg/Kg2 0.1 mg/Kg 0.2 mg/Kg 
1Legislación brasilera (CATEF, 2005; MAPA, 2001). 2Legislación argentina (SPReI y SAGPyA, 2008). 3Propóleos 
Santander. 4Propóleos Jardín Botánico. 5Límite establecido para extracciones en etanol. 
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La presencia de núcleos fenólicos dentro de los compuestos encontrados en el propóleos, 
hace que el método de Folin-Ciocalteu sea usado habitualmente para la cuantificación 
global de moléculas activas. Los reportes para propóleos de otras regiones indican una 
presencia superior al límite establecido por las legislaciones tomadas como referencia 
(Ahn et al., 2007; Cunha et al., 2004; Palomino, 2009); en contraposición con los 
hallazgos para PrS y PrJB, los cuales no alcanzan a cumplir la norma. 
Paralelamente, para la medición de la actividad antioxidante se empleó el método TEAC, 
que se basa en el atrapamiento del radical ABTS∙+ por un compuesto donante de 
hidrógeno, convirtiéndolo en un producto incoloro. El grado de decoloración se relaciona 
con la decoloración inducida por el Trolox sobre el radical catiónico, que es empleado para 
la construcción de la curva de calibración (Mǎrghitaş et al., 2009). Este método es 
aplicable para cuantificar tanto antioxidantes lipofílicos como hidrofílicos (Baltrušaitytė et 
al., 2007) y resulta poco específico porque reacciona con cualquier molécula hidroxilada, 
sin precisar la capacidad antioxidante o no (Roginsky y Lissi, 2005). 
Ahora bien, los tipos flavonoides que se encuentran en el propóleos son diversos 
(Greenaway et al., 1987; Huang et al., 2014; Silici, 2010) e incluyen flavonas (Volpi y 
Bergonzini, 2006), flavonoles (Miguel et al., 2014), flavanonas (Bankova et al., 1983), 
flavanonoles (Gardana et al., 2007), chalconas (Solórzano et al., 2012), dihidrochalconas 
(Christov et al., 2006), isoflavonas (Piccinelli et al., 2005), isoflavanos (Piccinelli et al., 
2011; Trusheva et al., 2006) y neoflavonoides (Awale et al., 2005). Para la cuantificación 
de flavonoides totales en la muestra, se eligió el método colorimétrico basado en la 
formación de complejos coloreados entre flavonas (e.g. luteolina, apigenina) y flavonoles 
(e.g. quercetina, kaempferol, galangina, rutina) con tricloruro de aluminio (AlCl3) en 
metanol, los cuales presentan una fuerte absorción a 425 nm y son producto de la 
quelación de los iones aluminio (Al3+) por los sistemas dihidroxílicos (e.g. catecol) de los 
flavonoides (Mabry et al., 1970; Woisky y Salatino, 1998). Adicionalmente, se ensayó la 
cuantificación a través de una modificación al método propuesto por Zhishen et al. (1999), 
que se fundamenta en la atracción entre los anillos aromáticos de los flavonoides y el 
catión Al3+, dando lugar a un híbrido que interactúa con el nitrito de sodio (NaNO2) en 
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medio alcalino y forma un complejo coloreado rosa, cuya absorción se mide a 510 nm 
(Shanmugam et al., 2010). 
Pekal y Pyrzynska (2014) presentan un estudio donde comparan ambos métodos 
colorimétricos para la determinación de “flavonoides totales” y hacen evidentes sus 
correspondientes desventajas. En este sentido, el uso de AlCl3 tiene como inconveniente 
que los complejos se caracterizan por diferentes máximos de absorción y en algunos casos, 
la cuantificación alrededor de 425 nm subestima el contenido de compuestos tales como 
las flavanonas y sus glicósidos; limitándose la cuantificación a las flavonas y flavonoles. 
Por su parte, el procedimiento que usa NaNO2 muestra menos selectividad que aquel que 
sólo usa AlCl3, puesto que se forman complejos con compuestos no-flavonoides que tienen 
en su estructura restos catecólicos (e.g. ácido clorogénico). Los resultados experimentales 
de la presente investigación coincidieron con las conclusiones de Pekal y Pyrzynska 
(2014), puesto que el valor de “flavonoides totales” que se encontró por el método de 
Zhishen et al. (1999) es incluso diez veces mayor al encontrado con la metodología con 
AlCl3, hecho que llevó a la elección del método de Woisky y Salatino (1998) y 
Bedascarrasbure et al. (2006), al presentar resultados más coherentes sin sobreestimar el 
contenido real de los flavonoides. 
Los resultados de los flavonoides de los propóleos en estudio son más bajos de los 
reportados por algunos autores en Colombia (Palomino et al., 2009; Salamanca Grosso et 
al., 2007); pero concuerdan con otros estudios hechos en el país, que no han logrado 
cumplir con la especificación requerida por la legislación internacional (Rodríguez et al., 
2012). Así, se ha observado que los niveles de estos metabolitos secundarios mejoran 
cuando las plantas son sometidas a una fuerte radiación UV, de manera que una 
explicación para dichos valores puede ser que las fuentes botánicas aledañas a la colmena 
no tuvieron un estímulo solar tan marcado (Corradini et al., 2011; Shirley, 1996). 
Relacionado con lo anterior, se debe considerar tanto la época de colecta del propóleos 
como el cambio en la producción de flavonoides en algunas especies vegetales, 
dependiendo de la hora del día (fotoperiodo y duración del día) (Jaakola y Hohtola, 2010), 
de la época del año (Skrzypczak-Pietraszek y Pietraszek, 2014; Zhang et al., 2013), de 
Resultados y discusión 93 
 
estímulos medioambientales y de factores abióticos de estrés (e.g. sequías, inundaciones, 
cambios de temperatura, contaminación, entre otros) (Rodziewicz et al., 2014). Otra 
posibilidad que justifica los hallazgos, es que la cantidad de moléculas fenólicas tipo 
flavonoides, disminuyó debido a la función natural del propóleos como material destinado 
a la protección de la colmena frente patógenos y otros agentes (Simone-Finstrom y Spivak, 
2010).  
Finalmente, el índice de oxidación es un parámetro frecuentemente utilizado para predecir 
el tiempo transcurrido desde la colecta del propóleos, el tipo almacenamiento y la 
actividad antioxidante de la muestra (Bastos et al., 2011; Machado de Melo et al., 2012). 
Para las muestras de propóleos trabajadas, se encontró que PrS tiene un valor de índice de 
oxidación que cumple con el límite establecido como aceptable por ambas legislaciones 
(máximo 22 seg); mientras que PrJB no cumplió con este parámetro. De estos resultados 
se puede deducir que el contenido de compuestos antioxidantes capaces de reaccionar con 
el permanganato de potasio, es mayor en la muestra PrS que en PrJB. 
 Comportamiento en TLC. 
Diferentes métodos de extracción de compuestos biológicamente activos han sido 
estudiados en el propóleos (Cunha et al., 2004; Trusheva et al., 2007), siendo el disolvente 
utilizado uno de los factores de mayor influencia. Se han reportado extracciones con agua - 
metanol (Miguel et al., 2014), etanol (Pujirahayu et al., 2014) y propilenglicol 
(Ramanauskiené et al., 2013). Por este motivo, los extractos del propóleos que se 
obtuvieron para las diferentes pruebas de control de calidad, se utilizaron para hacerles 
seguimiento a través de TLC (Figura 4.1). Esta técnica cromatográfica sencilla permite la 
separación de mezclas complejas y la detección visual de múltiples compuestos (Poole, 
2003). Adicionalmente, se ha empleado como un “screening” rápido para componentes 
con actividad farmacológica (ácidos fenólicos y flavonoides) en diferentes muestras de 
propóleos (Jasprica et al., 2004). 
En la Figura 4.1 se observa claramente la diferencia en composición entre los dos tipos de 
propóleos y entre los diferentes métodos usados. El cromatofolio sin revelar a UV 254 nm 
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(Figura 4.1 A) permite detectar la presencia de compuestos que tengan al menos un doble 
enlace conjugado en su estructura (Wagner y Bladt, 2001), dentro de los que se incluyen 
los derivados de fenilpropano, tales como los ésteres del ácido cafeico, flavonoides y 
aminoácidos (Volpert y Elstner, 1993). Por su parte, NP-PEG es un reactivo que permite la 
detección de flavonoides, intensificando su fluorescencia a UV 365 nm (Figura 4.1 B) y 
cuyo color depende de la estructura del compuesto.  
Figura 4.1 Seguimiento de los extractos de propóleos por TLC. Fase móvil: Cloroformo: EtAc 
(70:30). A) Cromatofolio sin revelar visto a UV 254 nm. B) Cromatofolio revelado con NP-PEG 
visto a 365 nm. C) Cromatofolio revelado con Godin. Donde: 1-4: Extractos metanólicos para la 
determinación del residuo soluble en metanol. 1 y 2: Réplicas a partir de PrS. 3 y 4: Réplicas a 
partir de PrJB. 5 y 6: Extractos etanólicos luego de una extracción previa de ceras con n-hexano. 5: 
Extracto a partir de PrS. 6: Extracto a partir de PrJB. 7-12: Extractos etanólicos elaborados para la 
determinación de fenoles totales. 7-9: Réplicas a partir de PrS. 10-12: Réplicas a partir de PrJB. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
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En el propóleos la presencia mayoritaria de flavonoides se da en forma de agliconas, 
debido a la hidrólisis enzimática (β-glicosidasa) que las abejas hacen de los conjugados 
glicosidados durante la recolección de resinas y la incorporación de ceras (Greenaway et 
al., 1987; C. P. Zhang et al., 2012). Del mismo modo, esto es consecuencia de la 
composición química de los exudados vegetales, puesto que en varias especies vegetales se 
han identificado agliconas (Wollenweber y Dietz, 1981). Lo anterior es coherente con la 
Figura 4.1 B, donde la fluorescencia en los puntos de aplicación de las muestras es tenue o 
inexistente. Igualmente, el uso del reactivo de Godin (Figura 4.1 C) evidencia la presencia 
de terpenoides y fenilpropanoides (Wagner y Bladt, 2001). Dichos compuestos han sido 
encontrados previamente en el propóleos, incluyendo derivados del ácido cinámico, ácido 
benzoico y ácido fenilpropanoide (Huang et al., 2014; Lee et al., 2014; Teixeira et al., 
2010) e hidrocarburos volátiles C10 que le dan el olor característico (Gençay Çelemli, 
2013). 
 Espectros de absorción UV-VIS. 
De forma complementaria, se realizaron los espectros de absorción UV de los extractos 
etanólicos obtenidos luego de la remoción del material lipídico del propóleos (Figura 4.2), 
para lo cual se requirió hacer una dilución menor a la sugerida por Bedascarrasbure et al. 
(2006), siendo 1 a 50 en etanol para PrJB y 1 a 100 en etanol para PrS. Esto es indicativo 
del bajo contenido de compuestos fenólicos en los propóleos del presente estudio. 
Investigaciones previas han mostrado que este parámetro se puede utilizar como huella 
característica para propóleos de determinadas regiones geográficas, donde las diferencias 
en composición de polifenoles y flavonoides se hacen evidentes en los espectros UV, 
incluyendo los máximos de absorción (Bedascarrasbure et al., 2004; Kumazawa et al., 
2004). Del mismo modo, la detección de flavonoides a través de espectrofotometría UV no 
es reciente y se explica debido a la presencia de anillos aromáticos en su estructura; donde 
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 Contaminantes: plomo y arsénico. 
De otro lado, los productos de la colmena se contaminan como resultado del forrajeo que 
realizan las abejas [i.e. aquellas actividades involucradas en la búsqueda de alimento y el 
retorno a una localización particular (Nates-Parra y Rodríguez C., 2011)] o por las 
prácticas propias de la apicultura. La principal fuente de metales pesados se atribuye al 
medio ambiente circundante a la colmena (i.e. aire, plantas, suelo y agua) (Bogdanov, 
2006). Uno de los metales pesados de mayor toxicidad es el plomo y se encuentra 
principalmente en el aire debido a la polución originada por las actividades del hombre. Su 
presencia en los propóleos es crítica (Bogdanov, 2006; Pierini et al., 2013), debido a su 
creciente uso en el campo médico y alimenticio, que se sustenta en su reconocida actividad 
biológica y farmacológica (Pereira et al., 2002). Un estudio en propóleos andaluces 
encontró que su contenido de plomo estaba en concentraciones entre 0.070 mg/Kg y 3.750 
mg/Kg (Serra Bonvehí y Orantes Bermejo, 2013); mientras que la investigación de Pierini 
et al. (2013) sobre cuatro muestras de propóleos argentinos, reporta que tres no cumplían 
el parámetro del Código Alimentario Argentino (2.0 mg/Kg de propóleos). Por su parte, en 
el análisis de propóleos del sur de Polonia, llevado a cabo por Formicki et al. (2013), se 
encontraron valores entre 0.89 mg/Kg y 2.94 mg/Kg.  
Figura 4.2 Espectros UV de extractos etanólicos de propóleos de diferente origen geográfico A) 










En la presente tesis se encontró que el contenido de plomo en las dos muestras estaba por 
debajo del máximo permitido en los ensayos límite farmacopeicos (USP 38-NF 33, 2015), 
utilizando un método de análisis que no es tan sofisticado como otros métodos que se han 
Resultados y discusión 97 
 
venido reportando en la literatura científica, e.g. ICP (Formicki et al., 2013; Pierini et al., 
2013; Serra Bonvehí y Orantes Bermejo, 2013). No obstante, la técnica puede considerarse 
válida y ofrece información útil para el diseño de las fichas de control de calidad. 
Por su parte, el arsénico se considera otro metal tóxico proveniente de la contaminación 
ambiental, que se puede encontrar en rocas, suelos, vegetales y diversas fuentes acuíferas 
(Singh et al., 2015). En el estudio de Serra Bonvehí y Orantes Bermejo (2013) sobre 
propóleos andaluces, se encontró que dicho metaloide estaba presente en concentraciones 
que variaban entre 0.075 mg/Kg y 0.130 mg/Kg, lo que coincide con los valores bastante 
bajos para las muestras en estudio (Tabla 4.1). De otro lado, es importante tener en cuenta 
que el propóleos se ha sugerido como marcador de contaminación ambiental para las zonas 
aledañas a la colmena (Orsi et al., 2006), por esa razón, se pueden tomar los resultados de 
las pruebas de metales pesados como un indicador positivo para los lugares de procedencia 
de las muestras, es decir, Confines (Santander) y el Jardín Botánico de Medellín 
(Antioquia). 
 Componentes solubles en etanol y ceras. 
Para este estudio son de particular interés los resultados obtenidos en los ensayos de 
“componentes solubles en etanol” y “ceras”. El primero corresponde a la cantidad de 
resinas que recolectan las abejas de varias especies vegetales y que llevan a la colmena 
para elaborar el propóleos (Simone y Spivak, 2010). Así, a mayor contenido de resinas 
mayor actividad biológica, lo que a la vez guarda relación directa con los ensayos de 
cantidad de fenoles totales, flavonoides e índice de oxidación. De acuerdo con esto, al 
tener componentes solubles en etanol por debajo de la especificación, los propóleos 
utilizados en esta investigación son limitados en relación al contenido de sustancias 
activas. De otro lado, en este producto de la colmena es deseable una baja proporción de 
ceras, debido a la ausencia de moléculas activas en ellas (Funari y Ferro, 2006). Sin 
embargo, al obtener en los propóleos analizados resultados bastante elevados de tales 
componentes cerosos, las muestras deben ser catalogadas como de baja calidad. Sobre esta 
aparente desventaja, la presente tesis busca la oportunidad de darle valor agregado al 
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propóleos y convertirlo en materia prima para la preparación de partículas lipídicas con 
aplicación en el diseño de productos farmacéuticos y cosméticos. 
4.2 Extracción y caracterización del material lipídico a partir 
de propóleos 
Los ensayos preliminares acerca del aprovechamiento de las ceras de propóleos en la 
preparación de partículas lipídicas de interés farmacéutico y cosmético (Paillié Jiménez, 
2014), demostraron la conveniencia de extraer el material lipídico para disponer de un 
material de partida más refinado que el propóleos mismo y de esta forma permitir 
resultados más reproducibles, por ejemplo, de tamaño de partícula. Sobre esta base en el 
presente trabajo se investigó la extracción de dichos compuestos, así como su 
caracterización utilizando diferentes técnicas de análisis. 
 
 Extracción del material lipídico. 
Los métodos de extracción convencionales (e.g. Soxhlet, extracción asistida con 
ultrasonido, extracción por agitación) tienen como desventajas el prolongado tiempo de 
extracción, el requerimiento de una gran cantidad de disolventes costosos, la necesidad de 
remoción de dichos disolventes (que son en su mayoría tóxicos y de impacto ambiental), la 
selectividad limitada por la polaridad del disolvente y la posibilidad de degradación de 
compuestos termolábiles durante el calentamiento a la temperatura de ebullición del 
disolvente en uso (Luque de Castro y García-Ayuso, 1998). Así, inicialmente se investigó 
la extracción del material lipídico del propóleos empleando diferentes métodos y solventes 
(n-hexano y EtAc). 
Como se observa en la Tabla 3.1, se evaluaron tres métodos de extracción: Soxhlet, 
Goldfish y Randall. Sin embargo, el método Soxhlet presentó inconvenientes de orden 
práctico debido a que el material lipídico tiende a depositarse en el brazo del sifón 
dificultando la extracción, razón por la cual no fue posible alcanzar un valor confiable en 
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la determinación y se descarta este método para la continuidad del trabajo. Además, en 
términos generales, los métodos continuos (Goldfish y Randall) dan mejores resultados 
que los métodos semi-continuos (Soxhlet), en cuanto a rapidez y eficiencia. No obstante, 
tienen como desventaja la posibilidad de una extracción incompleta debido a la formación 
de canales en la muestra, i.e., el disolvente puede preferir ciertas rutas a través de la 
muestra (Min y Ellefson, 2010). 
Adicionalmente, en el método Randall la muestra se sumerge completamente en un 
disolvente orgánico en ebullición, reportándose buenos resultados con incluso 30 min de 
inmersión. El principio de esta técnica consiste en que el material lipídico será más soluble 
en solvente a la temperatura más alta, que en el solvente a temperatura ambiente 
(Anderson, 2004). Sobre esta base se seleccionó el método Randall, porque si bien la 
eficiencia de extracción es menor (Tabla 4.2), el tiempo de calentamiento del material es 
inferior al requerido por la técnica de Goldfish, lo que preserva la integridad del extracto. 
Teniendo en cuenta que el método de preparación de las partículas lipídicas usualmente 
emplea EtAc como solvente orgánico, se investigó la eficiencia de extracción utilizando 
este solvente y el método de Randall. Los resultados indican un 63.5 % ± 1.6 % de 
eficiencia de extracción para PrJB y un 80.8 % ± 2.6 % para PrS, siendo en ambos casos 
mayor que la obtenida con n-hexano. 
 






Goldfish 72.5 % ± 3.5 % 58.6 % ± 2.1 % 
Randall 62.2 % ± 2.0 % 46.9 % ± 4.1 % 
 
 Caracterización del material lipídico. 
Como se mencionó en la metodología, el material extraído del propóleos por el método 
Randall fue caracterizado por medio de TLC, DSC, XRD e IR. 
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Cromatografía en capa delgada. 
Al caracterizar por TLC los lípidos extraídos (Figura 4.3), se detecta la presencia de 
compuestos de carácter terpénico o fenilpropanoide (Wagner y Bladt, 2001), los que según 
reportes previos pueden corresponder a monoterpenos responsables del olor característico 
del propóleos (Gençay Çelemli, 2013) y a derivados de los ácidos cinámico, benzoico y 
fenilpropanoico (Teixeira et al., 2010). Estos hallazgos coinciden con los resultados 
respecto a la extracción del material con actividad biológica como parte del control de 
calidad del propóleos (Figura 4.1), lo que sugiere la presencia de algunos compuestos 
fenólicos en los extractos obtenidos. 
Como se observa en la Figura 4.3 B, el EtAc extrae una mayor diversidad de componentes 
del propóleos. No obstante, es importante mencionar que el EtAc tiene un punto de 
ebullición más elevado que el del n-hexano –siendo respectivamente 77.1 ºC (NCBI, 
2015a) y 68.7 ºC, (NCBI, 2015b)−, lo que hace que la composición del material extraído 
en EtAc pueda estar comprometida (i.e. perjudicada) en cuanto a sustancias susceptibles a 
altas temperaturas. Finalmente, de los resultados de TLC se puede concluir que los perfiles 
de elución del material extraído cambian según el disolvente utilizado, el método de 
extracción y el origen botánico del propóleos elegido. 
Figura 4.3 Cromatofolios revelados con Godin del material extraído de propóleos. A) Fase móvil: 
cloroformo. Muestras de propóleos extraídas en n-hexano. B) Fase móvil: Cloroformo: EtAc 
(70:30). 9-14: Muestras de propóleos extraídas en EtAc. 15-16: Muestras de propóleos extraídas en 
n-hexano. Donde: 1-4, 9-11, 15: Extractos de PrS. 5-8, 12-14, 16: Extractos de PrJB. 1, 8: 
Extracción a través del método Goldfish. Las demás muestras presentadas (2-7, 9-16) se extrajeron 
a través del método Randall. 
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Calorimetría diferencial de barrido. 
La Figura 4.4 presenta los resultados del análisis por DSC, observándose durante el 
calentamiento, amplias señales endotérmicas correspondientes a la fusión y durante el 
enfriamiento, anchas señales exotérmicas propias de la solidificación del material. El 
comportamiento de los materiales extraídos a partir de PrS resulta particular, puesto que 
existen dos picos durante la solidificación que se pueden explicar por los considerables 
rangos de cambio de fase (Tabla 4.3), evidenciando la mezcla de las sustancias presentes. 
Del mismo modo, Kameda y Tamada (2009) reportan el análisis DSC sobre ceras de 
abejas japonesas (Apis cerana japonica) y hacen énfasis en los dos picos previos a la 
fusión (36.4 ºC y 49.2 ºC), que se atribuyen a transiciones sólido-sólido relacionadas 
principalmente con n-alcanos, debido a las formas cristalográficas de estos (e.g. 
monoclínica, triclínica, ortorrómbica y hexagonales), que habitualmente se evidencian por 
cambios de temperatura (Chazhengina et al., 2003; Dorset et al., 1984; Kameda, 2004). 






































44.6 57.8 59.8 33.3 54.2 52.6 46.4 30.0 






50.6 64.7 68.0 44.8 63.8 61.5 49.2 -40.1 
EtAc 52.4 67.5 69.6 42.1 65.0 61.5 50.6 -36.1 
 
Adicionalmente, los valores derivados de los análisis de DSC (Tabla 4.3) complementan la 
información que se obtuvo inicialmente con la determinación empleando fusiómetro, de 
los intervalos de fusión para los propóleos crudos PrS (58 ºC – 64 ºC) y PrJB (58 ºC – 67 
ºC). Si bien el método que emplea el fusiómetro es útil para una aproximación inicial a la 
naturaleza del sólido, resulta insuficiente para describir el comportamiento térmico y 
cristalino del propóleos o sus componentes extraídos, los que por su naturaleza compleja y 
cambios en su estructura cristalina, presentan fenómenos de ablandamiento que hacen 
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difícil la observación del verdadero inicio de la fusión (Pavia et al., 2005). En cambio, el 
método DSC es más confiable y arroja información sobre la naturaleza de los cambios 
termodinámicos relacionados con la transformación de un estado físico en el otro, aunque 
es limitado para proporcionar datos directos sobre la composición del material extraído (R. 
Zhang et al., 2012). 
Figura 4.4 Termogramas DSC del material extraído del propóleos por el método de Randall 
utilizando n-hexano o EtAc como disolventes. A) Material extraído de PrS. B) Material extraído de 
PrJB. 
 
Finalmente, conviene mencionar el trabajo de Buchwald et al. (2008) que compara las 
propiedades térmicas de 49 ceras de subespecies de abejas pertenecientes a tres tribus de la 
familia Apidae (Bombini, Meliponini y Apinini), donde se sugiere que existen 
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determinados patrones y diferencias en los comportamientos térmicos de cada una, que se 
deben al uso básico que cada especie hace de la cera como material estructural en su nido. 
Así mismo, estos investigadores comparan el rango de fusión de las ceras de las seis 
especies de abejas sin aguijón evaluadas, frente a las ceras de 41 especies de abejas Apis 
spp, siendo superiores los valores de temperatura para estas últimas. Esto contrasta con los 
hallazgos obtenidos en el presente estudio, pero permite corroborar la hipótesis acerca de 
la existencia de cambios composicionales por factores críticos como el tipo de abeja y la 
zona geográfica. 
 
Difracción de rayos X. 
De otro lado, de acuerdo con los resultados de XRD (Figura 4.5), el material extraído de 
los propóleos tiene zonas cristalinas que son similares independientemente del disolvente 
utilizado para la extracción. Dichos hallazgos de cristalinidad están de acuerdo con lo 
expuesto en literatura sobre investigaciones que se han desarrollado en cera de abejas 
(Basson y Reynhardt, 1988; Hepburn et al., 2014; Lakshmi et al., 2012; Mellema, 2009), y 
cuyos difractogramas muestran picos puntiagudos e intensos que posiblemente guardan 
relación con compuestos que son capaces de cristalizar, como es el caso de algunos 
esteroles y alcanos (e.g. ciclohexadecano, heneicosano, tricosano, pentatriacontano).  
 
Espectroscopía infrarrojo. 
Por su parte, la espectroscopía IR es una técnica que permite obtener información 
cuantitativa como cualitativa de la muestra en estudio, valiéndose para ello de la 
interacción entre la radiación electromagnética y los enlaces del compuesto químico 
(García-González et al., 2013), obteniendo un acercamiento preliminar al grupo de 
compuestos presentes en el material extraído y por ende en las partículas lipídicas. Los 
resultados mostrados en la Figura 4.6 evidencian las señales características de la cera de 
abejas según lo reportan artículos como los escritos por Birshtein y Tul’chinskii (1977), 
Kajjari et al. (2014), Lakshmi et al. (2012) y, Zimnicka y Hacura (2006). Así por ejemplo, 
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existe una señal intensa alrededor de 1700 cm-1 y 1735 cm-1 atribuida a grupos carboxilo 
no ionizados o ésteres. La banda ancha entre 3200 cm-1 y 3450 cm-1 corresponde a la 
vibración de estiramiento de los grupos hidroxilo de alcoholes y las bandas en 2850 cm-1 y 
2920 cm-1 se presentan por las vibraciones de estiramiento de enlaces CH, complementado 
por la señal en 1462 cm-1 de vibraciones de deformación CH y en 721cm-1 de 
deformaciones esqueléticas no planares de hidrocarbonos de cadena larga, tal como se 
esperaba debido a la presencia de alcanos. La diferencia entre el material extraído de PrS y 
PrJB se evidencia tanto en la región inferior a 700 cm-1 donde se encuentra la región de la 
huella dactilar, como en la forma e intensidad de algunas señales como las que se 
presentan alrededor de 1600 cm-1 a 1640 cm-1, atribuidas a la presencia de alquenos o 
compuestos aromáticos, esto es, enlaces C=C (Pavia et al., 2005). 
 
Figura 4.5 Difracción de rayos X (XRD) del material extraído por el método Randall de PrS (A) y 
PrJB (B) con n-hexano (1) y EtAc (2). 
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Figura 4.6 Espectros de infrarrojo (KBr) del material extraído del propóleos por el método Randall 
según el disolvente usado para la extracción. En rojo y rosado: material extraído en EtAc; en 
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Resonancia magnética nuclear. 
La NMR es una técnica que permite analizar la composición química y la movilidad 
colectiva o molecular de los componentes de la muestra bajo estudio (Mayer, 2002). Así, 
complementario a las técnicas de caracterización, se empleó 1H NMR debido a que 
distingue entre los tipos de hidrógenos presentes y la abundancia relativa de cada uno de 
ellos; siendo el área bajo la curva de cada pico proporcional al número total de hidrógenos 
que lo genera (Pavia et al., 2005). Desde finales de la década de 1950 se empleó esta 
técnica para la caracterización de sustancias lipídicas (i.e. los ácidos grasos) presentes en 
aceites naturales (Hopkins y Bernstein, 1959) y es conocida su aplicación en la 
caracterización del propóleos (Bertelli et al., 2012; Cuesta-Rubio et al., 2007; Watson et 
al., 2006). 
Como se observa en las Figuras 4.7 y 4.8 las muestras extraídas con EtAc tienen mayor 
diversidad de hidrógenos que aquellas extraídas con n-hexano. Paralelamente se puede 
destacar que en todos los casos la mayor intensidad de los picos está entre 0.5 ppm y 2.0 
ppm, lo que es coherente con la suposición de una elevada presencia de material 
hidrocarbonado. El desplazamiento químico de los hidrógenos (δH) entre 0.7 ppm y 1.3 
ppm da indicios de protones de grupos metilo R-CH3. Del mismo modo, el pico más 
intenso correspondiente a 1.25 ppm representa la abundancia de protones de grupos 
metileno R-CH2-R en las muestras; mientras que el rango de δH entre 1.4 ppm y 1.7 ppm 
representa protones de los grupos R3CH. Los protones de los grupos acetilo aparecen 
cercanos a 2 ppm, existiendo posibilidades de la presencia de hidrógenos en un ambiente 
químico del tipo RC(=O)CH, HC(=O)CH, ROC(=O)CH y HOC(=O)CH. 
De otro lado, los picos hidroxílicos de los alcoholes probablemente se encuentren entre δH 
0.5 ppm y 4.0 ppm, teniendo en cuenta que los disolventes no polares desfavorecen los 
puentes de hidrógeno que se puedan formar, haciendo que aparezcan a bajas frecuencias 
(Silverstein et al., 2005). Respecto a hidrógenos relacionados con alquenos, existe 
coincidencia para los valores entre los rangos 1.6 ppm - 2.6 ppm (R-C=C-C-H) y entre 4.5 
ppm - 6.5 ppm (R-C=C-H). Por otra parte, se detectan protones aromáticos que tienen un 
desplazamiento característico entre 7 ppm - 8 ppm, y protones unidos a carbonos que se 
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enlazan directamente a grupos fenilo C6H6-C-H; dando indicios de la presencia de 
compuestos fenólicos propios de los propóleos. 
 
Figura 4.7 Espectros 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) para material extraído de PrS (A) y PrJB (B) con 





En adición a lo observado en los materiales extraídos de ambos tipos de propóleos (Figura 
4.7 y Figura 4.8), en las muestras obtenidas a partir de PrJB aparecen señales diferentes 
por encima de 9 ppm, que no están presentes en los materiales derivados de PrS. Así, se 
presentan singletes de baja intensidad entre un δH de 9.0 ppm - 10.0 ppm que corresponden 
a hidrógenos de aldehídos R-C(=O)H, y en el rango 11.0 ppm - 12.0 ppm que coinciden 
con hidrógenos de ácidos orgánicos R-C(=O)OH, o que pueden manifestar la presencia de 
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Figura 4.8 Espectros 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) para material extraído en EtAc para PrS (A) y 
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Profundizando en los constituyentes aromáticos del propóleos (Figura 4.8) se consideró la 
información obtenida por HMQC y HMBC (Anexo 3, Anexo 4, Anexo 5, Anexo 6). Así, 
en el material lipídico PrJB_EtAc_R se encontró un mayor número de señales de 
hidrógenos pertenecientes a dichos compuestos, que por su multiplicidad e integración 
podrían ser atribuidos a un patrón de sustitución “para” sobre el anillo aromático. Esto se 
justificó gracias al análisis global de los resultados, donde se destacan los dos dobletes en 
δH 6.74 ppm y 6.84 ppm con una constante de acoplamiento (J) de 7.32 Hz y 8.39 Hz, 
respectivamente; los que a su vez están relacionados con señales en 13C en los 
desplazamientos de 123.2 ppm y 115.8 ppm. Del mismo modo, existen dos tripletes en δH 
6.91 ppm y 7.32 ppm con una J de 7.18 Hz y 7.86 Hz, para cada uno de ellos, que 
coinciden con los desplazamientos en 13C en 145.6 ppm y 135.5 ppm. Para la muestra del 
PrS_EtAc_R, se tienen señales importantes en δH 6.85 ppm, 7.37 ppm y 7.54 ppm; que 
sugieren la presencia de compuestos aromáticos, aunque no tienen una multiplicidad tan 
clara como la observada en la muestra del Jardín Botánico PrJB_EtAc_R. 
Por último, se puede afirmar que la 1H NMR es una técnica que permite caracterizar 
mezclas complejas de compuestos y proporciona un perfil específico (“huella dactilar”) de 
cada una de ellas, sirviendo para discriminar el material obtenido a partir de propóleos de 
diferente origen geográfico. 
Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. 
De otro lado, la GC-MS fue utilizada para la aproximación a la identificación de los 
compuestos que están presentes en el material extraído con n-hexano (Figura 4.9), 
teniendo en cuenta que esta técnica es comúnmente utilizada para la separación, 
caracterización e identificación de compuestos orgánicos, y es reconocido su uso en la 
identificación de cera de abejas (Jiménez et al., 2006; Maia y Nunes, 2013; Serra Bonvehi 
y Orantes Bermejo, 2012). Como se observa en los cromatogramas, existen diferencias 
entre las dos fuentes geográficas de material extraído de propóleos. En términos generales, 
los picos principales para la muestra de PrS_H_R aparecen a bajos tiempos de retención, 
por lo que podría esperarse que correspondan a moléculas de baja polaridad. Por el 
contrario, para el caso de PrJB_H_R las señales predominantes se ubican a mayores 
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tiempos de retención, lo que permite inferir que la polaridad de estas sustancias es superior 
a la encontrada en PrS_H_R. 
Teniendo en cuenta la fragmentación m/z, los espectros de masas obtenidos se cotejaron en 
la base de datos NIST MSMS2 y se encontró que los compuestos que posiblemente están 
presentes en PrS_H_R son terpenoides volátiles que han sido previamente identificados en 
otros tipos de propóleos de diferente origen geográfico. Así, para esta muestra se detectó 
α-felandreno (4.77 min) (Patricio et al., 2002; Pino et al., 2006), α-pineno (4.87 min) 
(Melliou et al., 2007; Pellati et al., 2013), β-pineno (5.44 min) (Kaškonienė et al., 2014; 
Simionatto et al., 2012), p-cimeno (6.03 min) (Greenaway et al., 1989; Segueni et al., 
2010), D-limoneno (6.16 min) (Silici, 2010), γ-terpineno (6.57 min) (Borčić et al., 1996). 
Para la muestra de PrJB_H_R no se encontraron coincidencias en la base de datos 
disponible. En este punto es pertinente señalar que la identificación de los compuestos 
terpénicos en la muestra PrS_H_R, coincide con la mayor actividad antioxidante del 
propóleos crudo de partida PrS, frente a la obtenida para PrJB (Tabla 4.1). 
Adicionalmente, a partir de estos resultados se puede inferir que posiblemente se 
encuentren ésteres en los materiales extraídos. Esta suposición surge al considerar que no 
se identificaron ácidos carboxílicos o alcoholes con la metodología utilizada, por lo que se 
requeriría la hidrólisis preliminar de las ceras para lograr la liberación de estos 
componentes (Jiménez et al., 2006; Serra Bonvehi y Orantes Bermejo, 2012). Del mismo 
modo, la utilización de la GC-MS en el campo de los productos naturales es limitada, 
debido a que muchas moléculas tienen polaridad y características iónicas similares y son 
insuficientemente volátiles, a menos que se derivaticen. Además, la ionización en fase 
gaseosa es proclive a una extensiva fragmentación de los iones de analito y el excesivo 
calentamiento de los fragmentos ionizados podría causar la degradación térmica de los 
productos evaluados (Colegate y Molyneux, 2007). 
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Figura 4.9 Cromatogramas GC-MS de las muestras de material extraído por el método Randall en 
n-hexano. A) PrS_H_R; B) PrJB_H_R. 
 
En síntesis, la caracterización de los materiales extraídos del propóleos evidenció que 
poseen regiones cristalinas y que su composición es diversa. Se puede confirmar la 
presencia de sustancias hidrocarbonadas (e.g. terpenos), de compuestos con grupos 
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carbonilo dentro de su estructura (característicos de los ésteres que se han reportado para 
cera de abejas) y de compuestos aromáticos (e.g. fenilpropanoides). Los resultados 
obtenidos por medio de las diferentes técnicas de caracterización, evidencian diferencias 
entre los orígenes botánicos de los dos propóleos de partida. Se destacan los espectros de 
1H NMR, puesto que podrían considerarse una huella dactilar para cada tipo de material de 
partida. 
 
4.3 Preparación, caracterización y aproximación a la 
composición química de las partículas lipídicas preparadas 
a partir del material extraído del propóleos  
Utilizando como método de preparación la técnica de emulsificación – difusión 
estandarizada en el grupo de investigación, el presente estudio se orientó al desarrollo de 
una formulación y a la definición de las condiciones de operación más adecuadas para 
obtener partículas lipídicas a partir del material extraído del propóleos. Si bien Paillié 
Jiménez (2014) demostró que es posible la preparación de partículas lipídicas utilizando 
como material de partida directamente el propóleos disuelto en EtAc, con el propósito de 
favorecer la incorporación de componentes activos se ensayó la preparación de 
transportadores lipídicos nanoestructurados (NLC, Nanostructured Lipid Carriers), lo que 
requiere la inclusión de un lípido líquido en la formulación. 
Además, esta estrategia permite combinar las ventajas del material lipídico sólido en 
términos de estabilidad de las partículas, con las ventajas de los lípidos líquidos que 
ofrecen mayor afinidad por sustancias lipídicas factibles de encapsulación previniendo 
también su expulsión de la estructura de la partícula, luego de que han sido encapsuladas 
(Jenning et al., 2000). Dicha mezcla conlleva a que la estructura de los NLC esté provista 
de un mayor número de imperfecciones, que si sólo se tuviese el lípido sólido cristalizado, 
contribuyendo así a mantener durante el almacenamiento, la carga del activo transportado 
(Müller et al., 2007).  
Resultados y discusión 113 
 
De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo se seleccionaron como lípidos líquidos 
un aceite extraído de fuente vegetal (aceite de ajonjolí), con el propósito de explorar la 
posibilidad de lograr una formulación en la que predomine el aprovechamiento de los 
recursos naturales disponibles en Colombia, y un aceite semi-sintético, triglicérido 
cáprico/caprílico, reconocido por su capacidad disolvente y su resistencia a la oxidación 
(Hippalgaonkar et al., 2010). 
Para diseñar una formulación a partir del material extraído del propóleos, se utilizó un 
diseño estadístico de Plackett-Burman, investigando la influencia de la naturaleza del 
agente estabilizante y de los lípidos líquidos, así como de algunas condiciones de proceso, 
sobre el tamaño de partícula, el PDI y la no formación de agregados (representada por el 
porcentaje de la señal principal). Los dos agentes estabilizantes (PLX y PVA) fueron 
seleccionados considerando los resultados obtenidos por Crespo Rodríguez (2015) en 
donde se identifican como las opciones más recomendables para la preparación de 
partículas lipídicas. Las variables de tiempo y velocidad de emulsificación fueron 
consideradas en este diseño, teniendo en cuenta que según el estudio sistemático realizado 
a este método, son las que influencian de forma significativa el tamaño de las partículas 
(Crespo Rodríguez, 2015). 
En la Figura 4.10 se presentan los gráficos de efectos principales y los diagramas de Pareto 
generados al procesar los resultados de caracterización de cada una de las 12 
formulaciones con el software estadístico Statgraphics Centurion V17.1.02. A modo de 
ejemplificar la interpretación, en la Figura 4.10 A.2 correspondiente al gráfico de efectos 
principales cuando se trabajó como lípido sólido el material extraído en n-hexano de 
propóleos Santander, se observa que la concentración de PLX empleada como agente 
estabilizante y la concentración de CCT utilizada como lípido líquido, influencian de 
forma significativa la polidispersidad de las partículas. Sin embargo, la concentración de 
PLX tiene un efecto directo, i.e., a mayor concentración mayor PDI. Por el contrario, la 
concentración de CCT presenta un efecto inverso, i.e., a mayor concentración menor PDI. 
Teniendo en cuenta que el comportamiento deseado para las partículas es un valor bajo de 
PDI, según este único parámetro, lo recomendable es que en la formulación de las 
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partículas se incluya un porcentaje de PLX al nivel inferior de esta variable y una cantidad 
de CCT correspondiente al nivel superior.  
Figura 4.10 Resultados de los efectos de las diferentes variables investigadas en el diseño 
experimental de Plackett-Burman en la preparación de partículas lipídicas a partir de material 
extraído de propóleos PrS y PrJB. A, A’) Gráficas de efectos principales; B, B’) Diagramas de 
Pareto estandarizados: gris, nivel alto; azul, nivel bajo. Variables respuesta: 1) Tamaño de 
partícula; 2) Polidispersidad; 3) Porcentaje de la señal principal (relacionado con la obtención de 
distribuciones de tamaño monomodales). En números romanos: I: PVA; II: PLX; III: CCT; IV: 
Aceite de ajonjolí; V: Tiempo de emulsificación; VI: Velocidad de emulsificación. Las estrellas 
señalan las variables con efectos significativos. 
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Por su parte, la Figura 4.10 B.2 presenta los diagramas de Pareto, construidos con los 
valores absolutos de cada uno de los efectos, pero diferenciando cuáles tienen signo 
positivo y cuáles negativo. La línea vertical divisoria en el gráfico establece el valor del 
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efecto mínimo significativo, es decir el umbral que define la significancia. Por encima de 
este valor se considera que el efecto de una variable de ensayo es estadísticamente 
significativo. Como se observa, nuevamente se identifican como tal, las variables de 
concentración de PLX y concentración de CCT. 
Es importante tener en cuenta que el análisis anterior corresponde únicamente a una 
variable de ensayo (PDI) y las conclusiones obtenidas deben ser consideradas en conjunto 
con los análisis para las demás variables de ensayo (tamaño de partícula y porcentaje de 
señal principal) con el propósito de definir las condiciones más adecuadas para la 
preparación de las partículas. Aunque todas las variables tenían el mismo nivel de 
importancia en la toma de decisiones, en los casos que se observó alguna contradicción, se 
eligió la condición de trabajo que favoreciera en primer lugar distribuciones 
monodispersas y en segundo, el menor tamaño de partícula. 
En la Tabla 4.4 se presenta una síntesis del análisis de toda la información obtenida en este 
estudio. Como se observa, el tiempo de emulsificación es una variable que no tiene mayor 
impacto en las características evaluadas a las partículas, lo que aparentemente contradice 
los resultados presentados por Crespo Rodríguez (2015). Sin embargo, en dicha 
investigación la variación de tamaño de partícula presenta una disminución drástica 
durante los primeros 3 min de emulsificación, momento a partir del cual se logra un 
comportamiento asintótico. Los resultados obtenidos en este trabajo con material extraído 
del propóleos demuestran que al introducir cambios en la formulación de partida, sigue 
siendo válida la conclusión acerca de que después de un tiempo de emulsificación 
específico (5 min), el tamaño de partícula no es afectado. 
Como lípido líquido se seleccionó el triglicérido cáprico/caprílico (CCT), que es un 
triglicérido de cadena mediana (MTC, medium chain triglycerides). Al analizar los 
resultados del diseño estadístico experimental se recomendó no utilizar el aceite de 
ajonjolí. Esto puede ser debido a la composición típica de este último, en la que se 
incluyen el ácido linoleico, el ácido esteárico, el ácido palmítico y el ácido linolénico 
(Jannin et al., 2008), todos catalogados dentro del grupo de triglicéridos de cadena larga 
(LCT, long chain triglycerides) (Hippalgaonkar et al., 2010). Según Zheng et al. (2013), la 
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longitud de la cadena de dichos lípidos (LCT), a diferencia de la longitud del CCT, causa 
un aumento del tamaño de partícula que no es deseable para el diseño de este tipo de 
transportadores. 
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*En sombreado, cuando el efecto es estadísticamente significativo  
 
De otro lado, para el caso particular de la velocidad de emulsificación, como se puede 
observar en la Tabla 4.4, existe conflicto en la recomendación que se deduce a partir del 
diseño estadístico experimental: el nivel alto de la variable favorece la obtención de 
tamaños de partícula pequeños y el nivel bajo distribuciones de tamaño de partícula con 
desviaciones estándares menores. Considerando que para este tipo de partículas se 
proyecta su aplicación como transportadores de moléculas activas de interés farmacéutico 
y cosmético, si bien el tamaño de partícula pequeño podría favorecer por ejemplo, 
fenómenos de permeación (Zhang et al., 2015), la distribución monomodal garantiza una 
menor variabilidad en la liberación del activo, lo que está directamente relacionado con la 
eficacia y la seguridad (Mora-Huertas et al., 2010). Sobre esta base se eligió la condición 
de menor velocidad de emulsificación. Además, por razones prácticas trabajar con una 
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menor velocidad de emulsificación disminuye el desgaste mecánico del equipo (Ultra-
Turrax® T18 IKA®). 
Respecto a las demás variables de ensayo, el análisis de efectos presentado en la Tabla 4.4 
evidencia que en mayor o menor grado éstas influencian una o varias de las propiedades de 
las partículas. La interpretación en conjunto de los resultados obtenidos, en los que se 
busca el menor tamaño de partícula, la más baja polidispersidad y la menor posibilidad de 
formación de agregados, sustenta la formulación prototipo y las condiciones de trabajo a 
utilizar. Éstas son 100 mg de material extraído por el método Randall del propóleos (PrS y 
PrJB), 10 mg de CCT, 10 mL de EtAc previamente saturado con agua y 40 mL de una fase 
acuosa previamente saturada en EtAc que contiene como agentes estabilizantes PLX (0.5 
g) y PVA (0.5 g). Como condiciones de emulsificación se prefiere una velocidad de 11200 
rpm durante 5 minutos. 
Los resultados para las partículas preparadas a partir de los extractos obtenidos por el 
método Randall, PrS_H_R (extracción con n-hexano), PrS_EtAc_R (extracción con EtAc), 
PrJB_H_R (extracción con n-hexano) y PrJB_EtAc_R (extracción con EtAc), utilizando la 
formulación deducida a partir del diseño estadístico experimental, se reportan en la Tabla 
4.5 e indican un tamaño de partícula aproximado menor a 300 nm, con un índice de 
polidispersidad inferior de 0.1 y una distribución monomodal (Figura 4.11). 
Adicionalmente, la dispersión de partículas liofilizadas (PrJB_EtAc_NLC) y recubiertas 
con oro fueron observadas bajo microscopía electrónica de barrido (SEM) (Figura 4.12), 
logrando ser visualizadas inmersas dentro de la matriz polimérica que las rodea. 
 
Tabla 4.5 Resultados de las formulaciones optimizadas a través del diseño experimental de 
Plackett-Burman. 
Material de partida Tamaño de partícula (nm) Polidispersidad 
PrS_H_R 258 ± 8 0.08 ± 0.02 
PrS_EtAc_R 214 ± 3 0.09 ± 0.02 
PrJB_H_R 269 ± 7 0.07 ± 0.02 
PrJB_EtAc_R 226 ± 7 0.09 ± 0.02 
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Figura 4.11 Distribución de tamaño de las partículas lipídicas PrS_EtAc_NLC preparadas con 
PrS_EtAc_R. La distribución fue simétrica y centrada alrededor de 210 nm. 
 
Figura 4.12 Microfotografía de los NLC liofilizados (PrJB_EtAc_NLC) y rodeados por la matriz 
polimérica. 
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Otros ensayos de caracterización de las partículas lipídicas. 
En adición a las propiedades de tamaño y la forma de las partículas lipídicas, éstas fueron 
caracterizadas respecto a su potencial zeta y estabilidad. Igualmente se investigaron 
posibles modificaciones respecto a los lípidos de partida empleando técnicas como DSC, 
XRD, espectroscopía IR y 1H NMR.  
 Potencial zeta. 
El potencial zeta de las partículas lipídicas preparadas a partir del material extraído de 
propóleos es menor a ± 2 mV y no es afectado por el pH del medio en el que se realiza la 
lectura (Figura 4.13). Teniendo en cuenta que los materiales extraídos a partir del 
propóleos incluyen las ceras, i.e., ésteres de ácidos grasos con alcoholes de peso molecular 
elevado, es previsible que se encuentren residuales de ácidos grasos libres y alcoholes 
(Tulloch, 1970). Igualmente, el lípido líquido CCT puede contener impurezas de carácter 
ácido (por ejemplo, los requerimientos de calidad establecidos por la Farmacopea 
Americana definen un valor límite de 0.2 mg de KOH  por g de muestra). Sobre esta base 
se esperaría que las partículas lipídicas obtenidas en este estudio exhibieran un valor de 
potencial zeta más negativo a causa de la ionización de los grupos ácidos ubicados en 
superficie. 
 
Figura 4.13 Comportamiento del potencial zeta de partículas lipídicas a base de propóleos en 
función del pH, según sean preparadas utilizando el material extraído en los solventes orgánicos n-
hexano o EtAc. A) PrS_EtAc_NLC; B) PrJB_EtAc_NLC. En el recuadro se ilustra la posible 


























































120 Evaluación del propóleos como material de partida para la preparación de 
partículas sólidas lipídicas 
 
Una explicación al bajo valor de potencial zeta obtenido podría presentarse en términos de 
los hallazgos de Crespo Rodríguez (2015), a partir de los cuales se sugiere que en las 
dispersiones preparadas, los polímeros no iónicos (PLX y PVA) ejercen un mecanismo de 
estabilización estérica (Lourenco et al., 1996; Napper, 1969). Así, la aproximación de unas 
a otras genera repulsión debido a que las interacciones solvente - segmento del polímero 
son más favorables que las interacciones segmento - segmento (Hunter, 2002), 
produciendo una solvatación efectiva de las cadenas poliméricas que rodean la partícula. 
De hecho, se ha reportado que el PLX se adsorbe en la superficie de la partícula 
considerando la posible afinidad de su bloque central de polioxipropileno con los lípidos; 
los bloques hidrofílicos de polioxietileno permanecen en la fase acuosa estabilizando el 
sistema por repulsión estérica (Musoke y Luckham, 2004). Por otro lado, considerando el 
tamaño de la unidad monomérica del PVA, éste podría interactuar con los lípidos 
ubicándose tanto en la superficie como en el interior de las partículas, ejerciendo 
igualmente un efecto estérico (Rosenblatt y Bunjes, 2009). 
Para verificar lo anterior, se realizó un ensayo de agregación inducida de las partículas 
obteniendo una concentración crítica de agregación de 0.7 M de Na2SO4, coincidiendo con 
resultados previos del mismo grupo de investigación (Crespo Rodríguez, 2015). Una vez 
agregadas las partículas es imposible su redispersión, siendo traslúcida la fase dispersante 
(Figura 4.14). Este fenómeno puede ser explicado a través del punto teta (punto θ) de las 
soluciones poliméricas, que representa la situación en la cual las cadenas del polímero 
exhiben muy poca o ninguna interacción (las fuerzas de atracción y repulsión se 
balancean), de modo que se interpenetran cuando se aproximan (Hunter, 2002). El punto θ 
se alcanzó en este caso por la adición de una elevada concentración de sales (aunque 
también podría ser inducido por temperatura o por la adición de la mezcla dos solventes 
miscibles con diferentes afinidades por el polímero), haciendo que la barrera polimérica 
pierda su efectividad completamente. 
 Estabilidad de las dispersiones líquidas de partículas. 
El bajo potencial zeta de las partículas lipídicas sugiere eventuales problemas de 
inestabilidad de sus dispersiones. Por tal razón, las dispersiones de partículas obtenidas 
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según las condiciones propuestas sobre la base del diseño estadístico experimental y 
utilizando material extraído tanto con EtAc como con n-hexano, fueron evaluadas respecto 
a su estabilidad a temperatura de laboratorio 18 ºC ± 3 ºC y a 40 ºC ± 1 ºC. Como se 
observa en la Figura 4.15, las variaciones del diámetro hidrodinámico de las partículas en 
función del tiempo no superan los 40 nm, lo que en la práctica del trabajo con sistemas 
nanoparticulados no se considera significativo. Del mismo modo, se determinó el potencial 
zeta de las dispersiones sin detectar evidencias de cambios en este parámetro. 
 
Figura 4.14 Comportamiento de las dispersiones PrJB_EtAc_NLC frente a diferentes 
concentraciones de Na2SO4 (M). 
 
 
 Calorimetría diferencial de barrido. 
Para la caracterización por DSC, las dispersiones de partículas fueron liofilizadas. En 
todos los casos se encontró que el intervalo de fusión se desplaza hacia temperaturas más 
bajas (Figura 4.16) respecto al material de partida (Figura 4.4); tal disminución se debe a 
que en la formulación existe una mezcla de sustancias, es decir, además del material 
extraído, están presentes el CCT y los agentes estabilizantes. La Tabla 4.6 resume los 
hallazgos para los diferentes sistemas NLC preparados y libres de disolventes. Es 
pertinente mencionar que la presencia de CCT provoca que la estructura cristalina del 
material lipídico extraído del propóleos se vea modificada y en consecuencia se 
disminuyan los intervalos de fusión y solidificación (Figura 4.17). En general, la 
cristalización de los triacil gliceroles es afectada por factores como la temperatura, su 
composición, la presencia concomitante de otros lípidos y aditivos, y el tratamiento 
mecánico previo que reciban (e.g. agitación, esfuerzos cortantes); existiendo evidencia que 
demuestra que tras la adición de CCT se modifica el perfil térmico de sistemas lipídicos 
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(Pattarino et al., 2014). En adición, el trabajo de Jenning et al. (2000) evidencia que al 
incrementar la concentración de CCT en las nanopartículas lipídicas, se disminuye el 
rango de fusión en relación directa con la cantidad presente en la formulación. Igualmente, 
la presencia de los polímeros (PLX y PVA) dentro de la formulación, tendrán influencia en 
el comportamiento térmico de los sistemas particulados. 
 
Figura 4.15 Comportamiento del tamaño de partícula durante el estudio de estabilidad de 
dispersiones acuosas de partículas lipídicas (PrS_EtAc_NLC, PrJB_EtAc_NLC) sometidas a dos 
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Figura 4.16 Termogramas DSC de los NLC preparados a partir del material extraído con EtAc de 
los dos tipos de propóleos. 
 
 
Tabla 4.6 Resultados del análisis por DSC de los NLC preparados. 
NLC 





















PrS_H_NLC 46.0 49.6 52.1 55.8 27.2 24.0 20.2 -51.1 
PrS_EtAc_NLC 45.3 50.0 53.2 51,6 30.4 26.7 22.9 -46.3 
PrJB_H_NLC 44.1 49.2 53.2 51.2 29.7 25.7 21.9 -49.7 
PrJB_EtAc_NLC 45.7 50.4 54.2 52.2 30.8 27.2 23.4 -44.4 
 
 
 Difracción de rayos X. 
Como se observa en los difractogramas presentados en la Figura 4.18, las muestras 
liofilizadas conservan regiones cristalinas, tal como se evidenció para el material de 
partida (Figura 4.5). Sin embargo, los comportamientos observados no son completamente 
equivalentes. Las señales 2θ en 16.9º y 15.4º del material lipídico extraído con n-hexano a 
partir de PrS y PrJB, respectivamente, desaparecen en los difractrogramas de los NLC. Es 
importante tener en cuenta que además de los lípidos, la cristalinidad de los polímeros 
utilizados como agentes estabilizantes tiene implicaciones en el resultado; lo que se puede 
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inferir de la estructura cristalina que poseen tanto PLX (Ramadhani et al., 2014) como 
PVA (Bunn, 1948; Tretinnikov y Zagorskaya, 2012), y de los trabajos que exponen su 
influencia en la cristalinidad en diferentes preparaciones, tales como hidrogeles (Hassan y 
Peppas, 2000) y nanosistemas (Malaki Nik et al., 2012; Malamatari et al., 2015). 
Figura 4.17 Comportamiento térmico (DSC) del material extraído del propóleos por el método 
Randall (PrS_EtAc_R y PrJB_H_R) y su modificación frente a la adición de CCT. 
Lípido (PrS_EtAc_R)
Lípido con CCT (PrS_EtAc_R + CCT)
Lípido (PrJB_H_R)
Lípido con CCT (PrJB_H_R + CCT)
 
 
Figura 4.18 Difracción de rayos X (XRD) de los NLC preparados a partir del material extraído por 
el método Randall con n-hexano. A) PrS_H_NLC. B) PrJB_H_NLC. 
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 Espectroscopía infrarrojo. 
Al comparar los espectros al infrarrojo obtenidos para las dispersiones NLC liofilizadas 
(Figura 4.19) con aquellos del material extraído utilizado en su preparación (Figura 4.6), se 
encuentra que las señales son menos intensas en los primeros, probablemente porque en 
los transportadores lipídicos, los lípidos se encuentran diluidos en una elevada proporción 
de agente estabilizante (lípidos – polímeros en una relación 1:9). Dentro de las señales se 
destaca la presente entre la región de 3000 cm-1 a 2840 cm-1, que es característica para las 
vibraciones de estiramiento del enlace C-H. Del mismo modo, la banda cercana a 1465 cm-
1 es común para las vibraciones de flexión de tijereteo C-H de los grupos metileno. La 
absorción débil del estiramiento C=C de alquenos no conjugados aparece de 1667 cm-1 a 
1640 cm-1 en los liofilizados analizados. Paralelamente se conservan señales claves como 
la banda ancha entre 3500 cm-1 y 3400  cm-1 correspondiente a vibraciones de estiramiento 
O-H, y la absorción fuerte en 1735 cm-1 que se puede relacionar con grupos carboxilo 
pertenecientes a ésteres (Silverstein et al., 2005). Las señales de los polímeros 
estabilizantes presentes en la formulación se hacen visibles en los espectros tomados. 
Ejemplo de ello es la banda de intensidad fuerte que aparece cercana a 1110 cm-1, la que se 
puede asociar con el enlace C-O de alcoholes y éteres alifáticos (Silverstein et al., 2005). 
Así como las bandas en 840 cm-1 y 948 cm-1 que aparecen en el espectro del PLX. 
 
 Resonancia Magnética Nuclear. 
Los espectros 1H NMR presentados en la Figura 4.20 muestran que los NLC preparados 
tienen diferentes tipos de hidrógenos según el material de partida utilizado para su 
elaboración. Al comparar frente a los lípidos extraídos inicialmente (Figura 4.7 y Figura 
4.21), el número de picos en las partículas lipídicas es menor para ambos casos; lo que 
puede ser atribuido al procedimiento para la preparación de los NLC, donde el material 
lipídico se disuelve en EtAc saturado con agua y se filtra para tener una solución 
translúcida. Nuevamente se encuentra una región predominante alifática acíclica de 
protones del tipo R-CH3, R-CH2-R y R3-CH para un δH entre 0.5 ppm y 2.0 ppm. En la 
región comprendida entre 2.0 ppm y 2.5 ppm se pueden encontrar protones vecinos a 
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dobles enlaces -CH2-C=C; grupos aldehído CH3-C(=O)H, -CH2-C(=O)H, -CH-C(=O)H; 
grupos ácidos CH3-C(=O)OH, -CH2-C(=O)OH, -CH-C(=O)OH y grupos ésteres CH3-
C(=O)OR, -CH2-C(=O)OR, -CH-C(=O)OR. Sin embargo, de estos últimos, se descarta la 
presencia de grupos ácido y aldehído, porque no aparecen las señales características para 
los hidrógenos R-C(=O)H (δH: 9.0 ppm − 10.0 ppm) y R-C(=O)OH (δH: 11.0 ppm − 12.0 
ppm). En cuanto a los protones de compuestos aromáticos y heteroatómicos de los NLC 
preparados a partir de PrS_EtAc_R, se puede afirmar que el número e intensidad de 
señales de los hidrógenos son mayores respecto a los presentes en los sistemas NLC 
elaborados con PrJB_EtAc_R (δH: 6.0-9.0 ppm) (Pavia et al., 2005; Silverstein et al., 
2005). 
 
Figura 4.19 Espectros de infrarrojo (KBr) de los NLC preparados a partir de material extraído del 
propóleos. NLC preparados a partir del material extraído con n-hexano: en gris PrS_H_NLC, en 
verde PrJB_H_NLC. NLC preparados a partir del material extraído con EtAc: en negro 
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Figura 4.20 Espectros 1H NMR (400 MHz, CDCl3) para los NLC liofilizados preparados a partir 




Finalmente, conviene hacer énfasis en el aumento de la intensidad (en ambos casos) de la 
señal en 3.63 ppm, respecto al material lipídico inicial (Figura 4.21). Dicha señal, podría 
ser un componente diferente de lo extraído del propóleos y que esté presente en la 
formulación de los NLC. Las señales en 3.5 ppm y 3.8 ppm se pueden atribuir a señales de 
hidrógenos de carbonos unidos a oxígeno, como los que se pueden encontrar en éteres, 
ésteres o unidos a un hidroxilo; en la muestra los primeros están presentes en el PLX y los 
últimos en el PVA. Referente al PVA, el trabajo de Petit y Zhu (1996) en soluciones de 
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PVA en agua deuterada (D2O), indica que en 3.9 ppm - 4.1 ppm existe una señal ancha que 
corresponde al CH, mientras que en un δH cercano a 3.7 ppm se puede ubicar el hidroxilo. 
Igualmente, para el PLX se ha reportado que existe una señal alrededor de 3.7 ppm que se 
debe principalmente a los CH2 y CH presentes en los tres monómeros del polímero 
(Forshed et al., 2005; Oxford-Instruments, 2013). 
Figura 4.21 Comparación de los espectros 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) para los NLC liofilizados 
preparados (B, D) respecto del material lipídico extraído (A, C). Donde: A) PrS_EtAc_R; B) 
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 Evaluación de la citotoxicidad in vitro de las partículas lipídicas. 
La mayoría de estudios de viabilidad celular en formulaciones de SLN y NLC se llevan a 
cabo con el ensayo de MTT. Sin embargo, el ensayo de captación de colorante rojo neutro 
es complementario al llevado a cabo con la sal de tetrazolio. De tal forma, en la práctica 
con frecuencia ambos métodos son usados simultáneamente, porque el principio en el que 
se fundamenta cada uno es diferente (Doktorovova et al., 2014). Así, el MTT es convertido 
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a formazán en células 
metabólicamente activas (Mosmann, 1983), mientras que el rojo neutro se acumula en los 
lisosomas de las células vivas (Repetto et al., 2008). 
 
Tabla 4.7 Resultados de los ensayos de citotoxicidad de las dispersiones de partículas lipídicas 
preparadas. 
Citotoxicidad en fibroblastos 3T3/Balb-c (Captación del colorante rojo neutro) 







PrS_EtAc_NLC Ocho concentraciones 
diferentes de 50 ppm - 2000 
ppm. 
> 2000 > 2000 
Irritante 
mínimo 




Citotoxicidad en queratinocitos humanos (Reducción metabólica de MTT) 
Muestra Concentración empleada EC50 (ppm) EC90 (ppm) 
PrS_EtAc_NLC Ocho concentraciones 
diferentes de 50 ppm - 2000 
ppm. 
839.5 324.3 
PrJB_EtAc_NLC 2000.3 272.3 
 
En la presente investigación se ejecutaron las pruebas de seguridad de los NLC preparados 
a partir de material extraído del propóleos empleando EtAc, en las líneas celulares de 
fibroblastos murinos 3T3/Balb-c y queratinocitos humanos, lo que permitió evaluar su 
posible actividad citotóxica. Los resultados presentados en la Tabla 4.7 y en la Figura 4.22 
evidencian que ninguna de las muestras evaluadas tienen efecto tóxico sobre la línea de 
fibroblastos murinos 3T3/Balb-c. Paralelamente, si bien la citotoxicidad sobre 
queratinocitos humanos fue mayor para PrS_EtAc_NLC que para PrJB_EtAc_NLC, en 
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ambos casos se puede catalogar como no significativamente fuerte (menor a 250 ppm) y 
permite su empleo en la formulación de productos destinados a aplicación tópica. No 
obstante, se debe tener precaución con la concentración utilizada, para evitar eventuales 
riesgos en la seguridad del producto. 
 
Figura 4.22 Curvas de supervivencia de las líneas celulares frente a la concentración de las 
dispersiones lipídicas evaluadas. A) Línea celular fibroblastos 3T3/Balb-c (captación de colorante 
rojo neutro). B) Línea celular queratinocitos epidérmicos humanos (reducción metabólica de 
































4.4 Evaluación del atrapamiento de aceite del árbol de té en 
NLC a base de material extraído del propóleos 
Con el propósito de verificar la posible aplicación de las partículas lipídicas obtenidas a 
partir del propóleos como transportadores de activos de interés farmacéutico o cosmético, 
se investigó la incorporación del TTO, un reconocido agente antifúngico y antibacterial 
(Carson et al., 2006). Inicialmente se ensayó la adición del aceite a la fase orgánica de la 
preparación de NLC: 40 mg, 50 mg y 80 mg de TTO. A las dispersiones obtenidas 
(PrS_H_NLC_TTO) sin concentrar se les midió el tamaño de partícula, siendo éste 188 nm 
± 4 nm, 188 nm ± 4 nm y 194 ± 3 nm, respectivamente (todas con un PDI menor a 0.1). 
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Posteriormente, las dispersiones de partículas fueron concentradas por destilación a 
presión reducida, se tomaron 2 mL del concentrado y se extrajeron con 1 mL de n-hexano 
y cloroformo (1:1). El seguimiento preliminar del TTO se realizó por TLC, eluyendo las 
fases orgánicas obtenidas en la extracción, en cloroformo-EtAc (70:30) y revelando con 
Godin. En los resultados no se evidenciaron señales del atrapamiento del TTO. Esto 
planteó dos posibilidades, o el TTO se había evaporado durante el proceso de 
concentración de la muestra, o se encontraba haciendo parte de los NLC formados. 
Considerando los resultados anteriores y con el propósito de verificar si el TTO había sido 
incorporado en la estructura de los NLC, las dispersiones concentradas de las partículas 
fueron secadas a 40 ºC ± 1 ºC, se reconstituyeron de nuevo en EtAc y se analizaron por 
TLC. Como blanco se siguió el mismo procedimiento para dispersiones concentradas de 
partículas a las que no se les había incorporado el aceite. No obstante, en este caso, las 
señales evidenciadas en TLC no fueron contundentes. 
Sobre esta base, se procedió a emplear otras técnicas de análisis para detectar la presencia 
del aceite, al menos indirectamente. Por esta razón, las dispersiones de partículas que 
previamente se habían secado se analizaron por DSC y TGA (Figura 4.23). Los resultados 
no revelaron diferencias entre las partículas blanco y las que contenían el aceite, ni por la 
técnica DSC (Figura 4.23 A) ni por TGA (Figura 4.23 B). En esta última, las curvas de las 
tres muestras siguen el mismo comportamiento de descomposición (note los termogramas 
superpuestos). Un acercamiento para la cuantificación del primer paso de pérdida de masa 
(25 ºC – 200 ºC), muestra que PrS_H_NLC_TTO presenta un descenso del 1.77 % 
respecto a su masa inicial, frente a un 2.56 % de pérdida calculado para PrS_H_NLC. 
Estos resultados no permiten confirmar la presencia del TTO, porque el porcentaje de 
pérdida es mayor para la preparación de partículas blanco que para aquellas con inclusión 
de aceite. Esto se atribuye a un error experimental, donde el método no logró distinguir 
entre una y otra formulación. Del mismo modo, queda abierta la posibilidad que si se había 
incluido algo del TTO, se hubiese perdido por evaporación. 
Teniendo en cuenta que los resultados anteriores sugieren la no incorporación del TTO en 
las partículas, se llevaron algunas modificaciones al procedimiento de preparación por la 
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técnica de emulsificación-difusión, específicamente en lo correspondiente a la preparación 
de la fase orgánica. En este sentido, se disolvió el TTO en el CCT, logrando una 
concentración del activo al 32 % p/p. De esta mezcla se añadieron 15 mg a la fase orgánica 
filtrada (compuesta por el material extraído del propóleos disuelto en EtAc saturado con 
agua) y se homogenizó en vórtex. La fase orgánica conteniendo el TTO fue empleada para 
la preparación de las partículas, siguiendo el procedimiento ya descrito. Igualmente se 
prepararon partículas blanco utilizando este procedimiento y se obtuvieron tamaños de 
partícula similares a los obtenidos para las partículas preparadas por el método 
convencional [partículas blanco: 198 nm ± 2 nm, PDI < 0.1; partículas con TTO al 32% 
(15 mg): 219 nm ± 2 nm, PDI < 0.1]. 
 
Figura 4.23 Termogramas DSC y TGA de NLC secos para verificar la incorporación de TTO. A) 
DSC. En negro PrS_H_NLC y en rojo PrS_H_NLC_TTO (formulación con 50 mg de TTO 
iniciales). B) TGA. En negro PrS_H_NLC, en rojo PrS_EtAc_NLC y en azul PrS_H_NLC_TTO 








Una vez preparadas las dispersiones de partículas (PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15), éstas 
fueron extraídas con 50 mL de EtAc, el que se añadió en porciones de 10 mL al embudo 
de decantación que contenía el material a extraer. Se permitió la separación de las fases, y 
se recolectaron tres fracciones (acuosa, interfase y orgánica). La Figura 4.24 muestra que 
la fracción orgánica de las partículas conteniendo TTO presenta señales de color más 
intensas que aquellas que se tomaron como blanco. Aunque esta prueba no es concluyente, 
sugiere que posiblemente una fracción del TTO no se incorporó en la estructura de los 
NLC formados por lo que extrae con mayor facilidad. 
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Figura 4.24 TLC de fracciones extraídas de dispersiones de partículas con y sin inclusión de TTO. 
Fase móvil cloroformo. Revelador Godin. A) Cromatofolio de las fracciones una vez extraídas de 
la muestra con inclusión de TTO denominada PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15, donde: i) Fracción 
acuosa; ii) Interfase de las fracciones; iii) Fracción de EtAc. B) Cromatofolio de las fracciones de 
EtAc de las dispersiones de partículas: iv) Blanco PrJB_H_NLC (sin inclusión de TTO); v) 
PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15 (con inclusión de TTO). 
 
Adicional a la modificación del procedimiento para la preparación de la fase orgánica, en 
un segundo experimento se ensayó la liofilización de las dispersiones de partículas en vez 
de su destilación a presión reducida, esto para evitar que el TTO se perdiese por 
exposición prolongada a las condiciones de la destilación. Para la aplicación de las 
muestras, se adicionaron 2 mL de diclorometano sobre el liofilizado y se sometieron a 
ultrasonido durante 30 min. Los resultados de la observación al ultravioleta y al revelar 
con anisaldehído - ácido sulfúrico (Figura 4.25), detectan terpenoides y fenilpropanoides 
(Wagner y Bladt, 2001) presentes en la composición tanto del propóleos como del TTO. 
Como se observa, la formulación con TTO que incorpora aceite es notablemente diferente 
de las partículas blanco. Sin embargo, por medio de esta técnica no fue posible confirmar 
la incorporación de TTO, debido posiblemente a la baja concentración utilizada y a la 
similitud en la polaridad de tanto los componentes del TTO como del material lipídico 
empleado para la preparación de las partículas, evidenciándose en los perfiles de elución 
mostrados.  
De otro lado, los resultados de espectroscopía IR sugieren el atrapamiento del TTO. Como 
se observa en la Figura 4.26, la intensidad de la señal en 2345 cm-1 incrementa de forma 
importante en el espectro de las partículas conteniendo aceite y esta misma señal se 
A CB
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encuentra presente en el espectro del aceite puro. Como una prueba adicional para 
corroborar este hallazgo, las partículas liofilizadas fueron analizadas por DSC (Figura 
4.27). Los resultados evidencian una diferencia en el comportamiento de las partículas 
liofilizadas con inclusión de té PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15, respecto al de las partículas 
blanco, específicamente una disminución del máximo de fusión, lo que se considera una 
prueba que permite inferir que posiblemente el TTO fue incorporado en la estructura de la 
partícula, explicando las diferencias observadas en los termogramas. 
 
Figura 4.25 Cromatofolios de partículas liofilizadas conteniendo TTO 
(PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15) usando dos fases móviles. A) Cromatofolios vistos a 365 nm antes 
de revelar. B) Cromatofolios revelados con anisaldehído - ácido sulfúrico. En letras minúsculas: a) 
Material extraído en n-hexano (PrJB_H_R); b) Formulación prototipo liofilizada sin inclusión de 
TTO (PrJB_H_NLC); c) Formulación con inclusión de TTO (PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15); d) 
TTO. 
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Figura 4.26 Infrarrojo de PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15 y su blanco. A) Espectros IR de partículas 
lipídicas liofilizadas. Arriba: conteniendo aceite del árbol de té; abajo: partículas blanco. B) 





Figura 4.27 Termogramas DSC de partículas liofilizadas con y sin inclusión de TTO. En rojo NLC 







Del mismo modo, se realizaron las pruebas de seguridad para las dispersiones de partículas 
que incluyen TTO en la formulación (Tabla 4.8 y Figura 4.28), empleando como modelos 
celulares fibroblastos murinos 3T3/Balb-c y queratinocitos epidérmicos humanos. Al 
comparar estos resultados con los obtenidos para los NLC sin inclusión del aceite (Tabla 
4.7 y Figura 4.22), se encontró que las partículas preparadas con TTO 
(PrS_EtAc_NLC_TTO_Mix_15) no provocaron efectos citotóxicos sobre ninguna de las 
líneas celulares evaluadas. La prueba de citotoxicidad con queratinocitos humanos 
(reducción metabólica de MTT) proporciona un resultado interesante, porque las partículas 
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blanco preparadas a partir de PrS_EtAc_R y que no tenían incluido TTO en su 
formulación (Figura 4.22), presentaron una actividad citotóxica mayor que aquellas 
conteniendo aceite, lo que lleva a suponer que posiblemente el TTO añadido tiene un 
efecto protector sobre las líneas celulares. Finalmente, estas pruebas de seguridad 
permitirían que las formulaciones con inclusión de TTO sean utilizadas en la elaboración 
nuevos productos para aplicación tópica. 
 
Tabla 4.8 Resultados de los ensayos de citotoxicidad para la dispersión de partículas lipídicas 
preparadas con inclusión de aceite del árbol de té (PrS_EtAc_NLC_TTO_Mix_15). 
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Figura 4.28 Curvas de supervivencia de las líneas celulares frente a la concentración de la 
dispersión lipídica incluyendo aceite del árbol de té (PrS_EtAc_NLC_TTO_Mix_15). A) Línea 
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4.5 Formulación de geles con inclusión de transportadores 
lipídicos nanoestructurados 
Como se mencionó en el capítulo correspondiente a la parte experimental, es el interés de 
las investigaciones adelantadas en el grupo de investigación GIDECA, proponer 
alternativas para el desarrollo de productos innovadores con proyección de transferencia al 
sector industrial. Para el caso de los desarrollos de sistemas lipídicos, se han realizado 
aproximaciones para su formulación en emulsiones (Cristancho, 2014; Galeano, 2015). Sin 
embargo, esta opción no ha resultado exitosa debido a características inherentes a la 
naturaleza de las partículas lipídicas, tales como su baja densidad, el recubrimiento 
hidrofílico que le proporciona el agente estabilizante y la baja densidad de carga sobre su 
superficie; factores que conllevan a fenómenos como la agregación de las partículas y la 
inestabilización por cremado de la emulsión (Cristancho, 2014). 
De acuerdo con esto y aprovechando los avances de Galeano (2015) respecto al desarrollo 
de geles conteniendo sistemas particulados, se decidió gelificar la fase acuosa en la que se 
encuentran dispersas las partículas lipídicas, atrapándolas dentro de su estructura. Con este 
propósito se empleó Vivapur® MCG, un agente viscosante y estabilizante compuesto por 
celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa sódica, que se caracteriza por su ausencia 
de olor y sabor, su comportamiento tixotrópico y su capacidad para producir dispersiones 
con apariencia homogénea (JRS PHARMA, 2015). 
Los geles obtenidos (al 13.3 % de Vivapur®) tuvieron una viscosidad inicial de 12400 cP a 
15300 cP. De otro lado, como se observa en la Figura 4.29 correspondiente al termograma 
de muestras de gel con y sin inclusión de partículas, sometidas a calentamiento desde −20 
ºC hasta 80 ºC, luego del pico de fusión principal del gel existe un fenómeno endotérmico 
correspondiente a un amplio intervalo de fusión, el que se podría atribuir a la presencia de 
los nanotransportadores lipídicos incluidos en la formulación, según lo sugieren los 
trabajos de Dingler et al. (1999) en los que se propone la técnica de DSC como una 
herramienta para verificar la integridad de los sistemas lipídicos una vez se incorporan en 
formulaciones tópicas tipo crema O/W. Aplicaciones similares han hecho otros autores 
para partículas lipídicas incluidas en formulaciones tipo gel, empleando esta técnica para 
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la caracterización de dichos sistemas (Bikkad et al., 2014; Patel et al., 2012; 
Teeranachaideekul et al., 2008). 
Figura 4.29 Termograma DSC del calentamiento desde −20 ºC hasta 80 ºC de los geles de 
Vivapur® preparados sin y con inclusión de NLC. En negro se observa el gel preparado en agua sin 
inclusión de cargadores lipídicos, en rojo está el gel preparado a partir de PrS_EtAc_NLC y en 
azul se tiene el gel preparado a partir de PrJB_EtAc_NLC. 
 
De otro lado, al evaluar la calidad sensorial de los geles conteniendo o no partículas 
lipídicas (Figura 4.30), se encontró que una relación de las áreas relativas de 1:1.33 para la 
formulación sin partículas y para la formulación con partículas, respectivamente. Esto 
sugiere que la inclusión de los transportadores lipídicos en la formulación no está 
afectando negativamente las propiedades sensoriales del gel; hecho que es favorable en 
este incipiente ejercicio de formulación de un producto.  
En adición, los geles conteniendo las partículas lipídicas fueron sometidos a una 
evaluación preliminar de su estabilidad a diferentes condiciones de temperatura en el 
almacenamiento (4 ºC ± 1 ºC, 18 ºC ± 3 ºC y 40 ºC ± 1 ºC), con el fin de observar durante 
un mes las posibles modificaciones del aspecto de las muestras. En aquellas formulaciones 
preparadas con PrJB_EtAc_MF y almacenadas a 40 ºC ± 1 ºC, a partir del día 14 
presentaron una separación de fases no superior al 4 % de la columna total de muestra. 
Esto indica que aún continúan los fenómenos de inestabilidad, presumiblemente 
ocasionados por diferencias de densidad entre los cargadores lipídicos y la matriz acuosa.  
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Figura 4.30 Panel sensorial de geles Vivapur® preparados con y sin inclusión de NLC 
PrJB_EtAc_NLC. Los parámetros evaluados antes de la aplicación: 1) pegajosidad, 2) olor, 3) 
apariencia. Durante la aplicación: 4) sensación de humedad, 5) esparcimiento, 6) absorción. 
Después de la aplicación: 7) brillo, 8) pegajosidad, 9) deslizamiento, 10) sensación de residuo, 11) 
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Una vez finalizado el tiempo de estudio, se realizó un análisis de las muestras por DSC y 
como se observa en la Figura 4.31, el comportamiento térmico de los geles es diferente. Se 
destaca que el gel conteniendo partículas y almacenado en nevera presenta un 
comportamiento térmico similar al de la formulación base sin inclusión de NLC, lo que 
sugiere que las partículas perdieron su estructura inicial. Este hallazgo no tiene una 
explicación sólida a la luz del conocimiento disponible hasta el momento en el grupo de 
investigación, acerca del comportamiento de las partículas en dispersión acuosa. Tampoco 
se encuentran elementos de apoyo para explicar el comportamiento en la información 
técnica proporcionada por el fabricante del agente viscosante. 
La estrategia de gelificación de las dispersiones acuosas de NLC tiene como principal 
desventaja que cuando las partículas transporten un componente activo, este puede ser 
progresivamente cedido hacia el medio. Por tal razón, en la presente investigación se 
exploró la posibilidad de obtener un gel redispersable empleando la técnica de liofilización 
y la incorporación dentro de la formulación, de un agente superdesintegrante, en este caso, 
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croscarmelosa sódica (Hernández-Torres y Melgoza-Contreras, 2014). Los resultados en 
estos experimentos no fueron exitosos. Al reconstituir los geles y caracterizar su tamaño de 
partícula, el PDI se incrementó dramáticamente (incluso con valores de 1.0), aunque es 
posible observar una población de tamaño cercana a los 300 nm, que se podría atribuir a la 
presencia de los NLC. La adición de croscarmelosa sódica no representó ninguna ventaja 
para la reconstitución del producto, debido a que los geles no presentaron una apariencia 
homogénea al liofilizarse, separándose en dos regiones de diferente color. 
 
Figura 4.31 Termograma DSC del calentamiento desde −20 ºC hasta 80 ºC de los geles de 
Vivapur® preparados sin y con inclusión de NLC PrJB_EtAc_MF, luego de un mes del estudio de 
estabilidad. En negro y verde (superpuestos): gel sin inclusión de NLC y gel con inclusión de NLC 
almacenado en nevera (4 ºC ± 1 ºC). En rojo: gel con NLC almacenado a temperatura ambiente (18 
ºC ± 3 ºC). En azul: gel con NLC almacenado en estufa (40 ºC ± 1 ºC). 
 
 
Aunque en conjunto, los resultados anteriores no son contundentes para proponer la 
preparación de geles como una estrategia para la formulación de sistemas lipídicos, sí 
constituyen un avance en ese sentido aportando información acerca del comportamiento de 
este tipo de partículas. Indudablemente es necesario seguir trabajando para llegar a un 




5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
5.1 Conclusiones 
La presente investigación exploró la búsqueda de nuevos materiales de origen natural para 
la preparación de partículas lipídicas. Para ello se utilizaron dos propóleos de diferente 
fuente botánica y especie de abejas, los que inicialmente se evaluaron en términos de 
calidad según las disposiciones argentinas y brasileras. Los resultados evidenciaron que las 
muestras de propóleos colombianos evaluadas tienen un alto contenido de ceras y se 
aprovechó esta aparente desventaja para darles aplicabilidad. Así, los materiales extraídos 
del propóleos a través del método Randall se usaron en la formulación y preparación de 
cargadores lipídicos nanoestructurados por el método de emulsificación-difusión, 
alcanzando resultados de tamaño de partícula en el rango nanométrico, unimodales y con 
valores de PDI menores de 0.1. Adicionalmente, para las dispersiones de partículas 
preparadas con diferente fuente de propóleos, no se evidenciaron cambios apreciables en 
los valores obtenidos para cada una de estas características.  
 
La aproximación a la identificación de los grupos funcionales presentes en el material 
lipídico mostró una significativa presencia de moléculas orgánicas tipo hidrocarbonos, 
compuestas por grupos metílicos, metilénicos y metinos; así como grupos hidroxilo y 
éster, y compuestos aromáticos. El análisis por GC-MS no aportó resultados contundentes, 
debido a que no fue posible la plena identificación de las moléculas presentes. Sin 
embargo, en la muestra extraída a partir del propóleos de Santander con n-hexano por el 
método de Randall (PrS_H_R) se encontraron compuestos volátiles tipo terpenoides. En 
términos generales, la caracterización realizada sobre los materiales extraídos, mostró que 
existen diferencias composicionales en ambos propóleos colombianos. Los espectros 1H 
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NMR mostraron un perfil característico para cada uno de ellos, por lo que se puede utilizar 
esta metodología para discriminar entre propóleos de diferente origen geográfico. 
 
De otro lado, se logró una aproximación a la aplicación de dichos NLC en la 
encapsulación del aceite del árbol de té. Igualmente, las dispersiones de cargadores 
lipídicos a base de propóleos fueron vehiculizados en formulaciones tipo gel. Si bien el 
primer acercamiento a la formulación no fue exitoso (se observaron fenómenos de 
inestabilidad), si constituye un avance en la proyección del uso que tienen este tipo de 
sistemas lipídicos, teniendo en cuenta que su presencia no alteró negativamente las 
características organolépticas del producto. 
5.2 Recomendaciones 
Esta investigación constituye un aporte para el grupo GIDECA –Grupo de investigación en 
desarrollo y calidad de productos farmacéuticos y cosméticos–, puesto que fortalece la 
línea de investigación en nuevos materiales de origen natural con aplicación en el campo 
farmacéutico y cosmético. Adicionalmente, se abre la posibilidad de hacer la transferencia 
de los resultados obtenidos al sector industrial, con el fin de lograr un mayor impacto de 
este proyecto, al otorgarle un valor agregado al propóleos y al realizar un aporte a la 
cadena apícola en general. 
 
Ahora bien, considerando que el material utilizado para la presente investigación es una 
pequeña muestra de los propóleos colombianos, conviene hacer una reflexión sobre la 
necesidad de tener una legislación propia para evaluar adecuadamente la calidad de este 
producto apícola. Esto bajo el hecho que la calidad del propóleos se afecta por diferentes 
variables, siendo el origen botánico un aspecto crítico. 
 
Adicionalmente se sugiere seguir trabajando en la estandarización del proceso de 
extracción del material ceroso, evaluando la influencia de variables como el tiempo y la 
temperatura sobre las características del material extraído y de las partículas lipídicas 
preparadas a posteriori. Unido a lo anterior, se podrían definir especificaciones de calidad 
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para el material extraído, que incluyan parámetros como el intervalo de fusión, el 
contenido de un compuesto químico trazador (preferiblemente relacionado con el origen 
botánico del propóleos) y la presencia de disolvente orgánico residual. 
 
Por otra parte, se puede explorar la preparación de las dispersiones de partículas a través 
de otros métodos como la homogenización a alta presión o la emulsificación asistida con 
ultrasonido. Igualmente, dentro de la formulación se puede estudiar la influencia de la 
inclusión de resinas extraídas del propóleos, con el fin de enriquecer en compuestos 
activos los NLC preparados. Esto implicaría la ejecución de más pruebas de seguridad, que 
garanticen que la presencia de alérgenos sea mínima en el producto final. 
 
Para profundizar en la caracterización química de los materiales, se recomienda 
complementar los resultados generados en esta tesis con aquellos obtenidos por otras 
técnicas complementarias como la cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a 
espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS), puesto que en casos en los que no se 
dispone de patrones de referencia, LC-MS/MS es clave para proveer datos para 
asignaciones estructurales tentativas de picos desconocidos, tal como sucedió con la 
muestra extraída con acetato de etilo del propóleos de Jardín Botánico (PrJB_Et_R). 
 
La posibilidad de seguir trabajando en esta línea de investigación queda abierta, puesto que 
es necesario continuar el estudio de la encapsulación de activos por este tipo de 
nanotransportadores lipídicos, así como su formulación en productos de interés 
farmacéutico y cosmético en los que se desafíe la inclusión de los NLC y que encuentre 
una aplicación real. En este sentido, se hace imperativo el estudio de alternativas para la 
estabilización de partículas y avanzar hacia el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas, 
aparte de las emulsiones y los geles, que conserven las ventajas de estos tipos de 




Anexo 1. Diseño estadístico experimental Plackett-Burman para seleccionar la mejor 












6 + + + − + + 
5 + + − + + − 
4 + − + + − + 
3 − + + − + − 
2 + + − + − − 
1 + − + − − − 
11 − + − − − + 
10 + − − − + + 
9 − − − + + + 
8 − − + + + − 
7 − + + + − + 
12 − − − − − − 
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Anexo 2. Datos primarios de las formulaciones preparadas aplicando el diseño estadístico 
experimental Plackett-Burman. 
Plackett-Burman 

















de la señal 
principal 
1 1 249 0.094 100 258 0.092 100 
  2 249 0.028 100 262 0.017 100 
  3 243 0.006 100 257 0.212 100 
  4 240 0.037 100 251 0.054 100 
  5 242 0.064 100 252 0.047 100 
        
2 1 243 0.171 98.7 390 0.122 100 
  2 239 0.226 98.3 381 0.21 100 
  3 238 0.161 100 375 0.178 100 
  4 238 0.183 98.2 374 0.164 99.3 
  5 234 0.185 98 369 0.225 94.1 
        
3 1 173 0.073 100 164 0.093 100 
  2 171 0.089 100 162 0.083 100 
  3 171 0.015 100 163 0.063 100 
  4 168 0.028 100 163 0.087 100 
  5 165 0.115 100 161 0.052 100 
        
4 1 134 0.048 100 150 0.212 97.7 
  2 133 0.05 100 149 0.186 100 
  3 137 0.069 100 152 0.183 100 
  4 132 0.071 100 149 0.163 100 
  5 132 0.057 100 149 0.166 100 
        
5 1 268 0.212 100 273 0.214 100 
  2 260 0.232 96.6 266 0.194 100 
  3 252 0.229 97.8 265 0.203 98 
  4 251 0.193 100 268 0.21 100 
  5 244 0.246 100 267 0.203 100 
        
6 1 97 0.168 100 129 0.14 100 
  2 98 0.133 100 123 0.142 100 
  3 96 0.158 100 124 0.147 100 
  4 94 0.196 100 122 0.122 100 























7 1 130 0.066 100 159 0.240 97.9 
  2 127 0.119 100 157 0.248 97.9 
  3 126 0.075 100 156 0.264 97.4 
  4 129 0.078 100 157 0.227 100 
  5 124 0.152 100 157 0.261 100 
        
8 1 177 0.065 100 176 0.172 98.6 
  2 173 0.107 100 168 0.115 100 
  3 169 0.155 100 171 0.098 100 
  4 170 0.104 100 171 0.122 100 
  5 170 0.063 100 165 0.111 100 
        
9 1 150 0.124 100 135 0.268 97.2 
  2 152 0.148 100 137 0.323 97.4 
  3 148 0.121 100 136 0.291 94.9 
  4 147 0.167 100 135 0.267 96.8 
  5 147 0.115 100 134 0.270 100 
        
10 1 132 0.201 98.7 145 0.122 100 
  2 129 0.184 100 146 0.147 100 
  3 130 0.19 100 144 0.203 97.3 
  4 133 0.16 100 143 0.160 98.9 
  5 130 0.202 97.7 144 0.105 100 
        
11 1 126 0.179 100 125 0.119 100 
  2 126 0.202 98.1 121 0.106 100 
  3 126 0.135 100 123 0.114 100 
  4 125 0.146 100 121 0.124 100 
  5 124 0.183 98.7 122 0.101 100 
        
12 1 226 0.009 100 194 0.065 100 
  2 225 0.09 100 190 0.165 100 
  3 222 0.133 100 196 0.045 100 
  4 219 0.122 100 191 0.078 100 
  5 218 0.08 100 192 0.082 100 
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Anexo 4. HMBC del material extraído de PrS con acetato de etilo (PrS_EtAc_R). 
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Anexo 6. HMBC del material extraído de PrJB con acetato de etilo (PrJB_EtAc_R). 
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